


Inhalt. 


Serebrijski, 1. und H. Vollmer. Die antagomstische Wirkung des Lnsulins 
und Hypophysenhormons auf den Wasserhaushalt ‘ 

Fiirth, R. und R. Pechhold, Weitere Untersuchungen physikalischer 
Eigenschaften des Serums beim Zusatz wasserbindender Stoffe. 
Mit einem Anhang von R. Keller ; 

Euler, Hans vy. Enzymchemische Beitrage - Kenntnis des gekoppelten 
Fett- und Kohlehydratstoffwechsels. — 

Michaelis, L. und Akiji Fujita. ht iiber elektrische Er- 
scheinungen und lonendurchlassigkeit von Membranen. VII. Mit- 
teilung: Die Permeabilitat der Kollodiummembran fiir mehrwertige 
Kationen See Or ere a ee ee ae ee a ee Oe ae 

Nakamura, Nobuzo. Uber das Vorkommen von Methylmercaptan in 
frischer Raphanuswurzel (Daikon, Raphanus Sativus, L.). Mitgeteilt 
von U. Suzuki . . 

Kestranek, W., Hans Molitor und E. P. Pick. U ‘ber die W irkungsstarke 
von ~. > >> -—aumeemameemae gemessen an ihren antidiuretischen 
Eigenschaften : 

Kretschmer und Frieder. C hole ste rinuntersuchungen bei Bleiv ergiftung 

Secbulten, Hans. Zur Bestimmung der freien Ca-Ionen nach Brinkmann 
Bg Ee an 

Tehapkewitch, L. M. Uber die Chininverteilung im Organismus nach 
Versuchen an angiostomierten Hunden . 

Calvo-Criado, V. Untersuchungen iiber den Hamoglobinabbau durch 
Gewebsextrakte : : ; 

Asher, Leon. Beitrige zur Phy siologie der Driisen. Nr. 83. Nachweis der 
Entstehung von Kohlelhyvdraten aus Fett und Abhdangigkeit der- 
selben von der Leber. Von V.Calvo-Criado . ; 

Beitrage zur Physiologie der Driisen. Nr. 84. Untersuchungen 
iiber den respiratorischen Stoffwechsel bei Arbeit in seiner Be- 
ziehung zu den Driisen mit innerer Sekretion. Von George 
M. Curtis ee oe ee see eee eS Se a” we 

Samysslow, A. Uber das Schicksal der Invertase im normalen und 
immunen Organismus : —e 

Pringsheim, Hans, Alexander Genin und Rahel Perewosky. Uber die 
Trennung der Fermente des Gerstenmalzes. . ee 

Hintzelmann, U., G. Joachimoglu und H. Ohle. Chemie und Pharma- 
kologie einer neuen Benzylverbindung (Betilon) . aa 

Tillmans, J. und A. Alt. Uber den Gehalt der wichtigsten Proteinarten 
der Lebensmittel an Tryptophan und ein neues Verfahren der 
Tryptophanbestimmung 

Mendel, Bruno und Ingeborg Goldscheider. Eine kolorimetrische Mikro- 
methode zur quantitativen Bestimmung der Milchséure im Blut 

Ehrenberg, Rudolf. Chemische Alternsuntersuchungen ee 

- — Radiometrische Mikroanalyse ...........++.-. 

Brugsch, Theodor und Hans Horsters. Studien iiber intermedidren 
Kohlenhydratumsatz. X. Mitteilung: Beitrige zur Frage der 
Glykolyse . . dha ae 

Brugsch, Theodor, Melanie Cahen und Hans Horsters. Studien iiber 
intermediaren Kohlenhydratumsatz. XI. Mitteilung: Uber die 
Hexosediphosphatase der Muskulatur und Leber und ihr Spalt- 
produkt, die Monohexosephosphorsaure . 

Brugsch, Theodor, Hans Horsters und Joseph Vorschiitz. Studien iiber 
intermediéren Kohlenhydratumsatz. XII. Mitteilung: Uber den 
Einflu6 des Insulins auf die Atmung der Muskulatur und der Leber 


207 
207 








IV Inhalt. 


Narita, S. Studien tiber intermediaren Kohlenhydratumsatz (Brugsel 
und Horsters). XIII. Mitteilung: Versuche iiber Bildung von 
Milchséure in der Leber aus Essigsaiure, Weinsaiure, Malonsiéure. 
Bernsteinsaure . pete eri thes bet arices be a 

Studien iiber intermediadren Kohlenhydratumsatz (Brugsch 
und Horsters). XIV. Mitteilung: Uber die Einwirkung des 
Insulins auf die Dehydrasen des Muskels Te we ie ee 

Harada, Yataka. Studien iiber intermediadren Kohlenhydratumsatz 
(Brugseh und Horsters). XV. Mitteilung: Uber Muskel- 
dehydrasen PORE NRE RR ee Me te: 

Sabalitsehka, Th. und ri Jungermann, EinfluB des Lichtes auf den 
Alkaloidgehalt von Lupinus luteus L. Sr ae poe Pe ae 

Samson, Kurt. Phosphorsiurebestimmungen in kleinen Substanz- 
mengen . ; 

Mozotowski, W. andl H. Hilarowiez. c: her des We esen yo sogenannten 
a ay a , a 

Acklin, Oskar. Zur Bioc hemie des Bacterium | pyocyaneum. Ein Beitrag 
zur Frage seines Stoffwechsels und dessen Beziehungen zur intra- 
molekularen Atmung . ; Gi Seo ewe le en wos 

Liang, Baeckiange und Leonhard Wacker. Studien iiber den Fett-, 
Cholesterin- und Steroid-Stoffwechsel im Organismus wachsender 
Ratten bei An- und Abwesenheit von Vitamin A “abt Gy 

Smorodinzew, J. A. und Y¥. A. Danilow. Der Einflub verechiedener 
Praparate der Chiningruppe auf die fermentativen Funktionen des 
Organismus. V. Mitteilung: Uber die Wirkung der Substrats- 
konzentration auf die Spaltung des Triacetins durch die Pankreas- 


lipase . a ay ee eh ee 
Frisch, Josef, Ww oO. ‘Pauli und Emerich Valko. ‘Untesuuchunaen an elek- 
trolytfreien wasserléslichen Proteinen. V. Mitteilung: Sdaure- 
proteine. Il. Donnangleichgewicht und kolloidales Verhalten 


der EiweiBkoérper. Te i ee be gee ee ad 2 
Kultjugin, A. und E, Gubareff. Die schnellste Mikromethode der 
Stickstoffbestimmung TO age. See ary ie SS Se a ee eS 
Sbarsky, B. Zur Frage iiber die Isolierung der Perhydridase (Schar- 
dinger-Enzym) der Milch ye ea OE ea eet ee ee ee 
Dafert, Otto. Notiz iiber die Veraschung kleiner Substanzmengen 
Gorodisskay, Henriette. Studien iiber die chemische Topographie 
des Gehirns. 1. Mitteilung: Die Lipoide und der Gesamtstickstoff 
der GroBhirnrinde des Menschen ; rege 
Warburg, Otto. Manometrische Messung des " Zellstoftwechsels in 
Serum 
Berichtigung ‘ 
Autorenverzeichnis 


Seite 


394 


401 
437 
442 
444 
446 
4381 


504 
505 











S71 


94 


+t} 


$1 
4 
5) 











Die antagonistische Wirkung 
des Insulins und Hypophysenhormons auf den Wasserhaushalt. 


Von 
I. Serebrijski und H. Vollmer. 


(Aus dem Kaiserin-Auguste-Victoria-Haus, Reichsanstalt zur Bekaimpfung 
der Kindersterblichkeit, Berlin.) 


(Eingegangen am 3. August 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die wasserretinierende Wirkung des Insulins la6t sich — wie wir 
friiher gezeigt haben — auch beim nichtdiabetischen Menschen durch 
gleichzeitige Wasserbelastung des Organismus verdeutlichen. Von 
1500 ccm getrunkenen Wassers werden innerhalb 4 Stunden unter 
Insulinwirkung weit weniger ausgeschieden als ohne Insulin. Dabei 
kommt es zu keiner Hydrimie, sondern das ganze retinierte Wasser 
lagert sich in die Gewebe ein, deren Wasserbindungsvermégen durch 
Insulin erhéht wird. In ihrem EinfluB auf den Wasserhaushalt sind 
also Insulin und Thyreoidin Antagonisten mit dem gleichen Angriffs- 
punkt im Gewebe. Andererseits sind Insulin und das Inkret des Hypo- 
physenhinterlappens Synergisten, wenn man nur den Endeffekt, die 

jasserretention, beriicksichtigt. Denn auch das Hypophysenhormon 
wirkt im Volhardschen Wasserversuch — noch starker als das Insulin — 
antidiuretisch und antidemineralisierend. Betrachtet man aber die 
intermediiren Verhiltnisse, so erkennt man markante Unterschiede 
in der Wirkung beider Hormone, welche auf verschiedene Angriffs- 
punkte hindeuten. 

Gleichwohl beeinflussen Insulin und das Hypophysenhormon die 
renale Ausscheidung nach einer Wasserbelastung im gleichen Sinne. 
Von einer Kombination beider Hormone war demnach zu erwarten, daB 
sich ihre wasserretinierenden Effekte summieren und eine extreme Ein- 
schrankung der renalen Wasserabgabe die notwendige Folge ist. Darauf 
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gerichtete Untersuchungen ergaben jedoch das iiberraschende Resultat. 
daB beide Hormone in ihrer Wirkung auf den Wasserhaushalt ahnliche 
antagonistische Beziehungen aufweisen, wie hinsichtlich ihrer Wirkung 
auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


Erwachsene stoffwechselgesunde Versuchspersonen tranken morgens 
niichtern nach Entleerung der Blase 1500 cem Wasser. In dem stiindlich 
entleerten Harn wurden Menge, spezifisches Gewicht und Kochsalzgehalt 
bestimmt. Wo wir auch die Blutkonzentration beriicksichtigen. haben 
wir ebenfalls stiindlich den SerumeiweiBgehalt und den Hiamoglobingehalt 
des Blutes refraktometrisch bzw. kolorimetrisch ermittelt. Nach diesem 
Grundversuch wurden unter sonst gleichen Bedingungen je 0,3 bis 0,5 cem 
Pituglandol zu Beginn des Wasserversuches und 2 Stunden spater subkutan 
injiziert, an einem dritten Tage zweimal 5 Einheiten Insulin in der 
gleichen Zeitverteilung, und schlieBlich an einem vierten Versuchstage 
Insulin + Pituglandol in gleicher Dosierung und Zeitverteilung wie in 
den vorausgehenden Versuchen. Insulin + Pituglandol wurden teils ge- 
meinsam, teils an verschiedenen Kérperstellen mit dem gleichen Erfolg 
injiziert. 


Wir teilen in den folgenden Tabellen I bis V einen Versuch aus- 
fiihrlich mit, um die iibrigen nur in graphischer Darstellung der renalen 
Ausscheidung folgen zu lassen, da alle Versuche in den wesentlichen 
Punkten iibereinstimmen. 


Tabelle I zeigt den Trinkversuch mit 1500 cem Wasser. Innerhalb 
4 Stunden verliert der Kérper 2640 g an Gewicht, die renale Aus- 
scheidung ist mit 2445cem Harn stark iiberschieBend. Die Blut- 
konzentration bleibt wie gewéhnlich ziemlich unverandert, die Serum- 
eiweiBwerte steigen sogar etwas an. 





Tabelle 1. 
Harn Extras Blut 
Ag Kérpers|| 7 "Ve 1 renale oe 
Zeit gewicht | Menge Sper he Ne a | be ot Hb | ciweid Bemerkungen 
ve | Pros. g | dung = Proz. | Proz. 
hi* | | . 77 ~~) 10h bis 10h20' 1500 ce 

-¥ - bene d —_ —_ many aa I (30) 106,3 7,87 Wenser — 
11 20 | 75650) 1180 | 1003 0,136 1,605) 40 1063 > 8,08 Harndrang nach 50’ 
12 20 74600) 960 | 1002 0,087 0835, 90 1132) — 

1 20 74380 195 1007 0448/0874 25 104.9 8,28 

2 20 74230 110 1910 0579'0637 40 101.0 8,17 \) 


— 
o 
On 


at oe 


Summe 2640 2445| — — 3,951 


Dieser Trinkversuch ist im folgenden (Tabelle Il) mit subkutaner 
Injektion von zweimal 0,5 ccm Pituglandol verbunden. Man erkennt die 
starke antidiuretische Wirkung des Hypophysenextraktes, die nur eine 
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Tabelle 11. 
Harn Extras Blut 
~ ————| sengis 
Zeit Koérper P NaCl Aus: Hb Serums Bemerkungen 
gewicht Menge cea. — scheis eiweif 
* Proz. 8 dung = Proz. | Proz. 
9h 5074150 — | — — | — | — |/107,6! 8,45 | 9h 0), bis 10b 10° 


0,5 Pituglandol sub- 


10 10 75650 » — woes one o~ = | — kutan und 1500 ccm 
1l 10 75150) 460 | 1006 0.456 2,098) 40 | 99.3. 7.89 Wasser niichtern 
12 10 75000) 67 | 1020 1.240 0831) 83 | 104.9 7.63 11b 50’ 0.5 Pituglandol 
1 10 74920! 65 1021 1.085/0.705 15 96.5 7.56 ‘SUbkutan 

2 10 74850 46 1021'1.205'0554 24 923 7.42 


Summe 800 638 | — — (4188 162 —- _- 


renale Ausscheidung von 638 cem Harn zustande kommen laBt und mit 
einer deutlichen Hydrimie einhergeht. Die Kochsalzausscheidung 
wird durch Pituglandol nicht nennenswert beeinfluBt. | 


Tabelle [11 gibt einen ahnlich angeordneten Wasserversuch wieder, 
bei dem zweimal 5 Einheiten Insulin in einem Abstand von 2 Stunden 
injiziert wurden. Auch durch Insulin wird die renale Wasserabgabe 
deutlich eingeschrinkt, wenn auch nicht so ausgesprochen wie durch 
Pituglandol. Im Gegensatz zum Pituglandolversuch bleibt hier die 
Hydramie aus, ein Beweis dafiir, daB das Insulin zu einer Wasser- 
retention lediglich in den Geweben fiihrt und keine renale Einwirkung 
im Sinne der Blockierung ausiibt, wie sie fiir das Hypophysenhormon 
angenommen werden mul. 


Tabelle 111. 





Harn Extra Blut 
¢; ’ - = renale 
Zeit wen $4 s NaCl Aus Hb eTums Bemerkungen 
gewicht Menge Ces. 7 schei- eiweif 
7eW- | Pros. | g dung Proz. Proz. 


‘| 76350 ||} — ~_ =e 9 10h bis 10h20’ 5 E. 
gd 4 7 110.4) 8,29 Insulin Brand subs 


10 20 | 76820) — i— — —_ (30) —_ — kutan und 1500 ccm 
ll 20 76350) 440/ 1007 0,500 2.200. : 103.5 8.49 Wasser niichtern 
12 20 75200 1010 | 1005 | 0,088 0,889 140 1118 848 12h10’ 5 F. Insulin 
1 20 | 75000 137) 1008 | 0.483/0,662 63 1104 826 Prand subkutan 

2 2074900 65) 1022 1258/0818 35 1146 826 


Summe | 1920 1652) — — (4569 268 ~— — 


Tabelle IV stellt eine Kombination der Versuche 2 und 3 dar. In 
der gleichen Dosierung und Zeitverteilung wie dort wurden hier die 
beiden Hormone gemeinsam injiziert mit dem tiberraschenden Ergebnis, 
daB die diuretische Wirkung des WasserstoBes zwar deutlich ab- 
geschwacht wurde aber bei weitem nicht in dem Grade wie unter der 
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Wirkung des Pituglandols allein. Dabei ist beachtenswert, daB sich die 
Blutkonzentration nur wenig verinderte: wie im Insulinversuch kam 
auch hier nur voriibergehend eine geringe Verdiinnung zustande. Die 
Hydrimie, die nach Pituglandol besonders in der dritten und vierten 
Stunde so ausgesprochen war, fehlte hier. 





Tabelle IV. 
Harn || Extras Blut 
, Kérper- 7 ie renale — - - 
Zeit | : NaC || Auss Serum- Bemerkungen 
” || gewicht Menge Spez. = || schei- He eiweif - 


sew. 


Proz. g || dung = Proz. | Proz. 


1083 828 10h 05’ bis 10h 20’ 0,5 


10b 05’ || 75200 || — —_ ea cs Pituglandol + 5 E. 


10 20 | 76680 |) — aon bard ane (20) — — Insulin Brand sub. 
11 20 | 76430 185 1008 0,521 0,965) 65 | 101,0 | 7,87 — kutan und 1500ccm 

i Wasser nichtern 
12 20 75620 720 1005 0,218 1,574|| 90 | 104.9) 7,89 12h 10’ 0.5 Pituglandol 
1 20 75210 365 10061), 0,246 0,892 45 1063 8,08 +55. Insulin Brand 
2 20 75110 75 1016 |0,8840,663|) 25 1049 801 


Summe 1570 1345 — 4194 225 — —_— 


Eine interessante Modifikation des vierten Versuchs gibt Tabelle V. 
Hier wurden wie in Versuch 2 zweimal 0,5 ccm Pituglandol injiziert und 
auBerdem Insulin, aber nur einmal 10 Einheiten zu Beginn des Versuchs. 
Die Wasserretention erreichte dabei den gleichen Grad wie in Versuch 2 
mit Pituglandol allein. Nur kam es nicht wie in diesem zu einer Hydramie 
sondern zu einer Bluteindickung. Die renale Ausscheidung war in den 
beiden ersten Stunden — vielleicht unter dem Einflu8 der hohen Insulin- 
dosis — geringer als in allen iibrigen Versuchen, sie war in der dritten 
und vierten Stunde ebenfalls sehr gering, da das Pituglandol hier allein 
seinen retinierenden Einflu8 ausiiben konnte, ohne, wie in Versuch 4, 
durch Insulin gestért zu werden. 





Tabelle V. 
Ham Extra- Blut 
_—— ————-—————1|,_ senale —_—+-— 
Zeit Reape S NaCl Aus+ Hb Serums Bemerkungen 
gewicht Menge Cew | ——— schei- eiweif 
_ | Proz. g dung | Proz | Proz. 


8 «F n = a7 || 10h30’ bis 10h4¥ 10E. 
10h 30’ 75150 |) — i ge oF 95,4 7,87 || Insulin Brand + 0,5 


10 45 76600) — a po — (50) — — || Pitugland. subkutan 

1] 45 76420) 125 1024 1.433 1,791 55 | 1063 7,76 und 1500 com Wasser 
nuchtern 

12 45 76100 250 1010/0345 0863 70 105.0 7,74 0,5 Pituglandol sub- 

1 45 75800) 225 1005 | 0,123 0,277 75 1083) 7,38 kuten 

2 45 75700) 41 1021 '0,801 0328 59 106.3 7,27 


Summe | 900 641 | — | — | 3,259! 259 es 
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Abb. 1 veranschaulicht diese fiimf Versuche noch einmal in gra- 
phischer Darstellung und 146t klar erkennen, daB das Insulin — obwohl 
selbst antidiuretisch wirkend — die antidiuretische Pituglandolwirkung 


hemmt. 





Abb. 1. Versuch K. Renale Wasserausscheidung nach peroraler Zufuhr von 1500 com Wasser 
@ = reiner Wasserversuch. 
+ = Injektion von je 5 Einheiten Insulin zu Beginn und nach 2 Stunden. 


a= e oF e » +05 ccm Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden. 
< . . » 0,5ccm Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden. 
\= . « « a . 7 = o » und 10 Einheiten 


Insulin zu Beginn. 


Abb. 2, 3 und 4 stellen die renale Wasserausscheidung in ahnlich 
angeordneten Versuchen dar. Alle Versuche ergaben das iiberein- 
stimmende Resultat, daB sowohl Pituglandol als Insulin im Volhard- 
schen Wasserversuch antidiuretisch wirkt, daB aber die Kombination 
beider Hormone nicht zu einer Summation, sondern zu einer gegen- 
seitigen Hemmung ihrer Wirkung fiihrt derart, dafp Insulin und 
Pituglandol regelmdifig eine geringere Wasserretention bedingen als 
Pituglandol allein. 


Ein Versuch, diese Erscheinung zu erklaren, ist um so schwieriger, 
als wir iiber den Einflu8 sowohl des Pituglandols als auch des Insulins 
auf den Wasserhaushalt noch keine abgeschlossene Kenntnis besitzen. 
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Nur so viel kénnen wir als gesichert annehmen, da8 das Insulin in erster 
Linie extrarenal, und zwar auf dem Umwege iiber den Kohlehydratstoff- 
wechsel angreift, wihrend dem Hypophysenextrakt sowohl ein extra- 
renaler als auch ein renaler EinfluB8 im Sinne der Nierenblockierung 
zukommt. 


Wir wissen nun, daB Insulin und Pituglandol im Kohlehydratstoff- 
wechsel Antagonisten sind, wie tiberhaupt das Hypophysenhormon iiber 
die Konstanz des Blutzuckerspiegels zu wachen scheint, da es nicht nur 
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Abb. 2. Versuch S. Renale Wasserausscheidung nach peroraler Zufuhr von 1500 ccm Wasser. 
@ -reiner Wasserversuch. 
-) == Injektion von 1,0 ccm Pituglandol zu Beginn. 


» . je 5 Einheiten Insulin zu Beginn und nach 2 Stunden. 
- - > eee a e + 0.5 ccm Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden, 
\ " . » 05 ccm Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden. 


die hypoglykiémische Insulinwirkung, sondern auch die hyperglyka- 
mische Adrenalinwirkung hemmt. Unsere Beobachtungen lassen sich 
aber nicht einfach dadurch erkliren, da8 das Hypophysenhormon durch 
sein regulierendes Eingreifen in den Kohlehydratstoffwechsel die wasser- 
bindende Kraft des Insulins herabsetzt. Pituglandol erhéht vielmehr den 
antidiuretischen Effekt des Insulins, denn es fiihrt in Gemeinschaft 
mit Insulin zu einer starkeren Wasserretention als Insulin allein. Diese 
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Summation der Gewebswirkung geht aus Tabelle V klar hervor. In 
den ersten Stunden dieses Versuchs wird — bei gleichzeitiger Blut- 
eindickung — weniger Fliissigkeit ausgeschieden als in allen voraus- 
gehenden Versuchen. 

Wir kénnen demnach unsere Beobachtung nur durch die Annahme 
erkliren, daB das Insulin die Pituglandolwirkung hemmt, und zwar in 
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Abb. 3. Versuch I’. Renale Wasserausscheidung nach peroraler Zufubr von 1500 com Wasser 
@ = reiner Wasserversuch 

4 = Injektion von je 0,3 ccm Pituglandol und 5 Einhbeiten Insulin zu Beginn und nach 2 Stunden. 
oo s . zu Beginn und nach 2 Stunden. 


4 


erster Linie dié renale Komponente dveser Wirkung, die Blockierung der 
Niere. Nur so wird es verstindlich, warum unter dem gleichzeitigen 
EinfluB beider Hormone die Blutverdiinnung ausbleibt. Primar wird 
das getrunkene Wasser in die Gewebe eingelagert. Sobald die Hormon- 
wirkung nachlaBt, tritt Gewebswasser in die Blutbahn ein und wirkt 
als Sekretionsreiz auf die Nieren. Das Ausbleiben der Hydramie und 
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die gegeniiber der reinen Pituglandolwirkung vermehrte renale Aus- 
scheidung schlieBt eine Blockierung der Niere aus. Da fiir einen direkten 
renalen EinfluB des Insulins keine Anhaltspunkte vorliegen, mu8 man 
einen zentralen Angriffspunkt fiir diesen Antagonismus annehmen. 























NaC! pro 4 Sta 
ak _0g 
al | 
500 +Pituplando! 
450 
400 
350} 
| 
300 
al 
| aa 
Prtugla 
200; 
150 | 
100 | | 
| 
50 | 
0 ————E——————ES ee Be 
nach 7 2 3 4 Std. 


Abb. 4. Versuch 7. Renale Wasserausscheidung nach peroraler Zufubr von 1500 com Wasser 
< == Injektion von je 0,3 ccm Pituglandol zu Beginn und nach 2 Stunden. 
4 e o 6 @ « . + 5Einheiten Insulin zu Beginn und nach 2 Stunden 


Zusammenfassung. 

Im Volhardschen Wasserversuch hemmt Insulin — obwohl selbst 
antidiuretisch wirkend — den antidiuretischen Einflu8 des Hypophysen- 
extraktes. Es wird angenommen, da$ das Insulin die durch das Hypo- 
physenhormon ausgeliste Blockierung der Niere zentral aufhebt. 





’ 


aE PT OEY Pe 








¢ Weitere Untersuchungen physikalischer Eigenschaften 
des Serums beim Zusatz wasserbindender Stoffe. 


Von 
R. Fiirth und R. Pechhold 
mit einem Anhang von R. Keller (Prag). 
(Aus dem Institut fiir theoretische Physik der deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 3. August 1925.) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit haben Fiirth und Keller’) und spater Fiirth und 
Blih®) die Wirkung kleiner Zusitze von Athylalkohol auf verschiedene 
physikalische Eigenschaften des Blutserums untersucht. Es zeigte sich, 
daB die Abhangigkeit der meisten untersuchten physikalischen Kon- 
stanten von dem Mengenverhaltnis des dem Serum zugesetzten Alkohols 
charakteristische Besonderheiten bei sehr geringen Alkoholkonzentra- 
tionen in der GréBenordnung von etwa |. Proz. aufwiesen, und zwar: 
Die Dielektrizitaétskonstante ein Maximum, die elektrische Leitfihigkeit 
ein Maximum, die Viskositaét ein Minimum, der Brechungsquotient 
einen Wendepunkt und das optische Drehvermégen ein Maximum 

Es wurde damals der Versuch gemacht*), die beobachteten Er- 
scheinungen kolloidchemisch zu deuten, was auch in der Tat unter 
Zugrundelegung plausibler Annahmen iiber die kolloide Konstitution 
des Serums mit Hilfe der Debyeschen Dipoltheorie zwanglos gelingt. 

Es war nun von Interesse, diese Versuche auf Zusiitze anderer 
Stoffe zum Serum auszudehnen, die nach der benutzten Erklarungs- 
weise ahnliche Wirkungen haben miiBten. Es liegt auf der Hand, 
zunachst die Wirkung anderer Alkohole zu priifen und ferner die Wirkung 
anderer ,,wasserbindender Substanzen, deren chemische Konstitution 
von der der Alkohole wesentlich verschieden ist, z. B. die des Acetons, 
das wegen gewisser Erscheinungen auch Interesse fiir die Pathologie 
besitzt. 


1) R. Firth und R. Keller, diese Zeitschr. 141, 187, 1923. 

2) R. Fiirth und O. Bliih, Koll.-Zeitschr. 34, 129, 1924; diese Zeitschr. 
146, 198, 1924. 

3) Dieselben, 1. c., § 3. 
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Diesem Zwecke sollen im folgenden beschriebene Versuche dienen’). 

Zur Messung gelangten die Viskositat *), die elektrische Leit- 
fihigkeit 6*) und der Brechungsquotient n*) des Rinderserums beim 
Zusatz von Methylalkohol, iso-Propylalkohol und Aceton®) als Re- 
prasentanten der mechanischen, elektrischen und optischen Eigen- 
schaften des so behandelten Serums. Da die Resultate denen der 
friiheren Untersuchungen an Athylalkohol vollkommen analog sind, 
erscheint es nicht notwendig, auch noch die anderen, friiher unter- 
suchten physikalischen GréBen fiir die neuen Zusiitze nochmals zu 
untersuchen, es ist mit gré8ter Wahrscheinlichkeit anzunehmen, daB 
auch hier die gleiche Analogie gelten wird. 

Die verwendeten Methoden sind mit den in den zitierten friiheren 
Untersuchungen verwendeten identisch. Die folgenden Figuren 1 bis 9 
enthalten die erzielten Resultate. 
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!) Die ausfiihrlichen Protokolle sind in der gleichnamigen Arbeit der 
Verfasser entha‘ten, die gleichzeitig in der Kolloid-Zeitschr. erscheint. 

2) Bezogen auf Wasser l. 

*) Bezogen auf reines Serum l. 

‘) Gemeint ist der Brechungsquotient der D-Linie des Na. 

5) Die Konzentration ist stets in Tropfen Zusatz auf 10 cem angegeben. 
Da ein Tropfen gleich 0,02 ccm ist, so geben die Zahlen fiir c mit zwei 
multipliziert die Volumenpromille des Zusatzes. 
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Aus diesen Darstellungen ersieht man folgende Tatsachen: Die 
Viskositaét des Serums andert sich beim Zusatz der genannten Stoffe 
derart, daB bei Zusatzen in der GréBenordnung von 3 bis 6 Tropfen 
auf leem, d.h. von 0,6 bis 1,2 Proz. die Viskositat ein deutliches 
Minimum hat, um dann allmiahlich fast linear anzusteigen. 

Die Leitfahigkeit des Serums dndert sich bei geringen Zusiitzen 
der genannten Stoffe, so daB fiir Zusitze in der GréBenordnung von 
etwa 2 bis 4 Tropfen auf 30 ccm Serum, d. h. also etwa 0,4 bis 0,3 Proz. 
ein deutliches Maximum der Leitfahigkeit auftritt (héchstwahrscheinlich 
die Folge einer entsprechenden Erhéhung der Dielektrizitaétskonstante). 

Wihrend sich die Lage der Extrempunkte der Viskositat und der 
Leitfihigkeit fiir die drei untersuchten Substanzen nicht wesentlich 
voneinander unterscheidet, was vielleicht auf die nicht sehr groBe 
MeBgenauigkeit bei diesen Messungen zuriickzufiihren wire, zeigen 
die Kurven fiir die Anderung der Brechungsquotienten bei den genannten 
Zusitzen, wie man aus den Abb. 7, 8, 9 ersieht, charakteristische Wende- 
punkte, deren genaue Lage sich bei der auBerordentlichen Feinheit 
bei der Bestimmung des Brechungsquotienten exakt feststellen laBt. 

Fiirth und Blih') haben seinerzeit die Vermutung ausgesprochen, 
daB das Auftreten dieses Wendepunktes beim Athylalkohol die Beendi- 
gung des ersten Teiles des Prozesses, nimlich die vollstindige Auf- 
lockerung des Serumgefiiges in EiweiBteilchen und Wasser infolge der 
,. Wasserentziehung durch den Alkohol und den Beginn des zweiten 
Teiles des Prozesses, nimlich die Koagulation des EiweiBes infolge 
des Fehlens der Wasserhiillen anzeigt. Ist dieses Bild zutreffend, dann 
muB8 das Auftreten dieses Wendepunktes sich bei Zusatz verschiedener 
Stoffe mit verschiedenem Vermégen der Wasserbindung zu um so 
héheren Konzentrationen des Zusatzes verschieben, je kleiner seine 
wasserbindende Kraft ist, und umgekehrt. 

Aus den Abbildungen sieht man nun, daB der charakteristische 
Wendepunkt des Brechungsquotienten fiir Methylalkohol bei 6 Tropfen 
oder 1,2 Proz. fiir i-Propylalkohol bei 25 Tropfen oder 5 Proz. und 
fiir Aceton bei 12 Tropfen oder 2,4 Proz. auftritt, ferner aus der Arbeit 
von Fiirth und Bliih*) fiir Athylalkohol bei 9 Tropfen oder 1,8 Proz. 
Es fallt sofort ins Auge, daB die Reihenfolge bei den Alkoholen genau 
der Reihenfolge derselben in der homologen Reihe entspricht, wahrend 
die Stellung bei Aceton der beim Athylalkohol am nichsten steht. 

Nach der von Fiirth und Bliih entwickelten Ansicht beruht die 
Wasserbindung dieser Svoffe auf dem Umstande, daB sie sich aus festen 
elektrischen Dipolen nach der Theorie von Debye aufbauen, die die 
Dipole des Wassers durch starke elektrische Krafte an sich reiBen und 


1) Firth und Bliih, 1. c., 8. 134. 
2) Dieselben, |. c., 8S. 133. 
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um sich herum festhalten (Hydratation). Da nun ceteris paribus die 
Dielektrizitatskonstante eines feste Stoffe enthaltenden Stoffes 
(wenigstens fiir langsame elektrische Schwingungen) mit der Starke 
seiner Dipole zunimmt, kénnen wir nach dieser Theorie erwarten, daB 
das Auftreten der Anomalie beim Brechungsquotienten mit der GréBe 
der Dielektrizitatskonstante des beigesetzten Stoffes einfach zusammen- 
hangt, derart, daB der besagte Wendepunkt bei um so gréBeren Kon- 
zentrationen auftreten sollte, je kleiner die Dielektrizitaétskonstante 
des Zusatzes ist. 

Nun lauten die Dielektrizitatskonstanten der untersuchten Stoffe : 


og ee | 
Athylalkohol does Gena a ice ova. 
i-Propylaikohol*). ........ 138 
eee © ine Cy ta eos pares SES 


Wir haben also in der Tat die oben geforderte Reihenfolge. was 
wohl als eine besonders kraftige Stiitze unserer Theorie angesehen 
werden kann. 

Man sieht insbesondere, da® tatsichlich nicht der chemische 
Charakter der Beimischung fiir die hier beschriebenen Anomalien 
ausschlaggebend ist, sondern ausschlieBlich der elektrische Charakter, 
da sich das von den Alkoholen sehr verschiedene Aceton genau in jeder 
Beziehung den entwickelten Prinzipien einfiigt. 

Nach dem Obigen sollte man erwarten, daB auch das Zusetzen 
von Wasser zum Serum ahnliche Erscheinungen hervorrufen miiBte 
und dies um so mehr, als ja das Wasser die besonders hohe Dielektrizitats- 
konstante 81 besitzt. Nun wiire es allerdings verfehlt, aus dieser hohen 
Dielektrizitaitskonstante des Wassers zu schlieBen, daB seine Dipole 
besonders groBbe Momente haben. Die groBe Dielektrizitatskonstante 
des Wassers riihrt vielmehr aller Wahrscheinlichkeit nach davon her, 
daB die Wassermolekiile oder -dipole sich kettenartig aneinanderreihen 
kénnen*). Immerhin kann man aber vermuten, daB Serum, das mit 
Wasser verdiinnt wurde, gegeniiber dem reinen Serum ein abweichendes 
Verhalten in bezug auf die hier untersuchten Erscheinungen aufweisen 
kénnte. 

Um diese Vermutung zu priifen, wurde zunachst nach dem friiheren 
Verfahren die Viskositaét des Serums bei fortschreitender Verdiinnung 


') Nach Messungen von Rudolph bei A= 91m, entnommen aus 
Landolt-Bérnstein, 2. Bd. Berlin 1923. 

2) Nach Messungen von Walden bei 2 = co, entnommen aus Landolt- 
Bornstein, 2. Bd. Berlin 1923. . 

3) Vergleiche iiber dieses Thema die interessanten Ausfiihrungen von 
O. Bliith, Zeitschr. f. physik. Chem., der das Wassermolekiil als ,,Zwitterion* 


ansieht. 
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mit Wasser gemessen. Die Resultate dieser Messungen sind in der 
Abb. 10 enthalten, die die Viskositat des Serums als Funktion des 
Wassergehalts in Volumprozenten angibt 


| 


« 
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Abb. 10. 


Man sieht hieraus, daB die Viskositat des Serums bei Wasserzusatz 
erst rascher und dann langsamer stetig abnimmt nach MaBbgabe des 
allmahlich vor sich gehenden Auflockerungsprozesses. 

Nun ist nach Fiirth und Bliih (siehe oben) die Exttemumbildung 
bei den Kurven | bis 6 darauf zuriickzufiihren, daB kleine Zusitze von 
Alkohol oder Aceton das eigentiimliche Gefiige des Serums auflockern 
Wenn nun eine solche Auflockerung auch durch Wasserzusatz zum 
Serum herbeigefiihrt werden kann, so ist 2u erwarten, daB die oben 
beschriebenen Versuche, wenn man sie mit wasserverdiinntem Serum 
anstellt, anders ausfallen: Die Extreme miissen sich immer mehr ver- 
wischen, je mehr Wasser das Serum enthialt, bis sie schlieBlich ganz 
verschwinden. 

Solche Messungen haben wir nun angestellt, und zwar derart, dai 
die Viskositiét von solchem Serum beim Zusatz von Athylalkohol unter- 
sucht wurde, dem vorher 2 bzw. ,, . 0% 

5 baw. 10 Proz. Wasser zugesetzt gone email 
worden waren. Die Resultate 142 


dieser Messungen werden durch 49 


die folgende Abb. 11 dargestellt. o> 
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scheinlich bei weiterer Verdiinnung vollkommen verschwinden wird. 
Die Kurve fiir 10 Proz. deckt sich tibrigens fast vollkommen mit den 
Resultaten einer kiirzlich erschienenen Arbeit von Hayashi'), der 
Viskositatsmessungen beim Serum mit Zusatz von Athylalkohol an- 
gestellt hat nach einer Methode, die es mit sich bringt, daB dabei das 
Serum ungefihr zu 10 Proz. mit Wasser verdiinnt wird. Seine Resultate 
stehen also keineswegs, wie behauptet, mit den unsrigen im Wider- 
spruch, sondern decken sich mit ihnen. 

Die Tatsache, daB eine Verdiinnung des Serums mit Wasser in 
der GréBenordnung von wenigen Prozenten die beschriebenen Ano- 
malien schon betrichtlich modifiziert, bildet eine physikalische 
Analogie fiir die bekannte Tatsache, daB die physiologischen Eigen- 
schaften des Serums sich bei geringen Verdiinnungen mit Wasser 
bereits wesentlich andern. 


Zusammenfassung. 

Es wird in Fortsetzung friiherer Untersuchungen gezeigt, daB die 
physikalischen Eigenschaften des Blutserums sich beim Zusatz kleiner 
Mengen von Methyl- und Isopropylalkohol und von Aceton in ganz 
analoger Weise verindern wie beim Zusatz von Athylalkohol, wobei 
die Wirkung dieser verschiedenen Stoffe im wesentlichen durch den 
Dipolcharakter ihrer Molekiile bestimmt ist. 

Es wird ferner gezeigt, daB der Zusatz von geringen Mengen Wasser 
zum Serum geniigt, um die beobachteten Erscheinungen an unver- 
diinntem Serum charakteristisch zu veraindern, was mit der friiher 
gegebenen Theorie im Einklang steht. 


Nachwort. 
Von R. Keller. 


Die iiberraschend starke Einwirkung kleiner Alkoholmengen auf 
die physikalischen Konstanten des Serums, namentlich auf die Di- 
elektrizitdtskonstante und auf die Dissoziation, also indirekt auf die 
chemische Reaktionsfihigkeit des Serums, muB dem Physiologen den 
Gedanken nahelegen, die Erregungs- und Rauschzustiinde auf die 
besondere chemische Reaktionsfihigkeit des Blutserums zuriick- 
gufiihren. Fast noch merkwiirdiger ist die sta*ke Wirkung geringer 
Wasserzusiitze auf die Serumeigenschaften, z. B. auf die Viskositat 
und auf die Leitfahigkeit, die mit der Dielektrizitaétskonstante in einem 
engen Zusammenhang stehen. Nach den Eind iicken, die die beiden 
Physiker aus ihren Messungen gewonnen haben, enthalt das Serum nur 


1) K. Hayashi, Kolloid-Zeitschr. 36, 227, 1925. 
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wenig freies Wasser. Das meiste Wasser ist an gewisse Serumbestand- 
teile mehr oder weniger gebunden, ein Gedanke, der auch in der bio- 
chemischen Literatur schon 6éfter aufgetaucht ist. Aus dieser groBen 
physikalischen Wasserempfindlichkeit des Serums |aBt sich die merk- 
wirdig feine Regulationstitigkeit der tierischen Niere gegeniiber einem 
Wasseriiberschu8 nicht ganz erklaren, aber doch zunichst mit exakten 
physikalischen Beobachtungen in einen Zusammenhang bringen. 

Es wire sehr leicht, an das bisher von Fiirth und seinen Mitarbeitern 
gelieferte Material iiber Dielektrizititskonstanten verschiedene Hypo- 
thesen iiber Stoffwechselvorgiinge und Stoffwanderungen in der Zelle 
zu kniipfen. Solange jedoch das Coehnsche Gesetz, daB Stoffe mit 
héherer Dielektrizitétskonstante sich bei Beriihrung mit Stoffen niederer 
Dielektrizitaitskonstante positiv aufladen, noch keine quantitative 
Ausarbeitung gefunden hat, solange man nicht weiB, ob auch Disper- 
sionen und Lésungen mit héherer Dielektrizitaétskonstante ebenfalls 
positiv werden gegeniiber Lésungen mit niedriger Dielektrizitits- 
konstante und solange die nicht rein darstellbaren Enzyme, Hormone, 
Toxine, Antitoxine der dielektrischen Messung unzugiinglich bleiben, 
wire dies sehr verfriiht. Wie es sich gezeigt hat, sind selbst. unzuling- 
liche Experimente wie die Hayashis im ganzen niitzlich, da sie zur 
Aufklarung eines Irrtums und zur Aufdeckung der tiberraschenden 
starken physikalischen Wirkung eines kleinen Wasserzusatzes zum 
Serum gefiihrt haben. Es wire im héchsten MaBe wiinschenswert, dab 
dieser Gegenstand das Interesse anderer Experimentatoren erwecken 
wiirde, namentlich solcher, denen die biochemischen Materialien, 
Methoden und Apparaturen bequem zur Verfiigung stehen. 

Viel wertvoller und interessanter als die Untersuchungen am Serum 
wiren analoge Messungen am frischen Plasma, das hier nicht leicht zu 
beschaffen ist. Die Einwirkung eines verhaltnismaBig kleinen Wasser- 
zusatzes auf Plasma, also fibrinogenhaltiges Serum ist aller Wahr- 
scheinlichkeit nach noch starker als auf defibriniertes Serum. Wenn 
man beispielsweise die soeben erschienene Arbeit von Hueck iiber die 
EiweiBkérper des Serums!) genau studiert, insbesondere seine Be- 
merkungen tiber den Salzwasserfehler und dariiber, daB der verinder- 
lichste und labilste der BluteiweiBkérper, das Fibrinogen, auf Wasser 
und Salzzusitze am stirksten reagieren muB, so erkennt man, daB es 
sich um Erscheinungen tatsachlicher Natur handelt, die verschiedenen 
genauen Experimentatoren schon aufgefallen sind, die aber noch nicht 
physikalisch definiert sind. 


1) Diese Zeitschr. 160, 185, 1925. 
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Enzymchemische Beitrige zur Kenntnis 
des gekoppelten Fett- und Kohlehydratstoffwechsels. I. 


Von 
Hans vy. Euler. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Eingegangen am 3. August 1925.) 


Uber die biochemische Synthese der Fette und Ole bzw. der héheren 
Fettsiuren besteht noch vollstindige Unklarheit, und zwar nicht nur 
hinsichtlich des Mechanigmus der chemischen Vorginge und der enzy- 
matischen Katalysatoren, sondern auch hinsichtlich der Substrate. 
E. Fischer’) hat bekanntlich die Hexosen (und die Triosen) als das 
Ausgang: material der Fette angenommen; dabei wird aber natiirlich 
von den Zwischenprodukten abgesehen, und es wird nur _hervor- 
gehoben, daB die einfachen Zuckerarten als die Quelle der Fettbildung 
anzusehen sind. 

Eine Hypothese iiber den Weg der Fettbildung im Organismus 
wurde zuerst von Nencki*) ausgesprochen und dann von Magnus-Levy*) 
aufgenommen. Nach derselben ist der Acetaldehyd der Ausgangspunkt 
beim Fettaufbau, welcher als eine Reihe von Aldolkondensationen 
aufgefaBt wird. Hinsichtlich der Bildung der niederen Fettsaiuren bei 
der Girung haben dann Buchner und Meisenheimer*) im AnschluB an 
bemerkenswerte experimentelle Ergebnisse auf die Rolle eines niedriger- 
molekularen Zwischenprodukts hingewiesen. 

Bei der Besprechung der Fettbildung in Pflanzen habe ich, unter 
Annahme der Glucose als Ausgangssubstanz, den Verlauf folgender- 
maBen dargestellt®) : 


»1. Der Zucker erleidet eine Zymasespaltung zu Acetaldehyd, wahr- 
scheinlich iiber Milchséure. 2. Wiederholte Aldolkondensationen fiigen 
eine geringere oder gréBere Anzahl von Acetaldehydmolekiilen zu Oxy- 


1) E. Fischer, Chem. Ber. 28, 2130, 1909. 

2) Nencki, ebendaselbst 10, 1033, 1877. 

3) Magnus-Levy, Arch. Anat. u. Phys., Physiol. Abt. 1902, S. 365. 

*) Buchner und Meisenheimer, Chem. Ber. 41, 1410, 1908. 

5) Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, III. T1., 
8.212. Braunschweig 1909. 
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aldehyden vom Typus des Aldols zusammen. 3. Diese gehen unter Verlust 
von Wasser in ungesdttigte Aldehyde iiber, wie Aldol selbst Crotonaldehyd 
gibt. 4. Durch schwache Oxydation dieser Aldehyde entstehen die ent- 
sprechenden ungesattigten Saéuren, welche 5. unter Anlagerung von Wasser- 
stoff in Fettséiuren iibergehen. 

Wir nehmen z. B. an, daB 2 Mol. Acetaldehyd iiber Aldol Crotonaldehyd 
geben, und lassen letztere Verbindung noch ein Aldehydmolekiil binden. 
Durch Wasserabspaltung gelangen wir zum ungesattigten Aldehyd: 
CH,.CH:CH.CH:CH.CHO; die entsprechende Saure ist Sorbinsdure 
und wurde tatsachlich im Pflanzenreich gefunden (Teil I, 8.15). Durch 
Reduktion geht sie in Capronsiure iiber. Verketten sich wiederum drei 
Molekiile des Aldehyds der Sorbinséiure durch weitere Aldolkondensation, 
ehe die letzte Aldehydgruppe zu Carboxyl oxydiert wird, so entsteht eine 
ungesattigte Saéure, welche durch Wasserstoffaufnahme Stearinséiure geben 
muB, falls die Reduktion vollstandig ist, wihrend Olséure das Produkt einer 
unvollstandigen Reduktion sein kann.“‘ 

Aus diesem vor 15 Jahren gegebenen Schema méchte ich hier 
besonders die Rolle der Sorbinsiure und ihres Aldehyds betonen. 
Durch Curtius und Franzen') ist seither das Vorkommen solcher Fett- 
sauren, wie sie hier als Zwischenprodukte angenommen wurden, in Pflanzen 
bekanntlich experimentell bewiesen worden. Auf die bemerkenswerten 
Beitrige von S. Iwanow*) zur Kenntnis des Stoffwechsels beim Reifen 
élhaltiger Samen kommen wir in einer spiteren Mitteilung zuriick. 

Unter den Forschern, welche sich spiter mit diesem Problem 
beschaftigt haben, sind Smedley und Lubrzynska*) zu nennen; sie 
erwogen die Annalhme einer Rolle der Brenztraubensiure beim Auf- 
bau von Fettsaiuren. 

Den experimentellen Beweis dafiir, daB Brenztraubensiiure — sei 
es als solche oder in Form ihres carboxylatischen Spaltungsproduktes 
— als biochemisches Baumaterial fiir die Bildung héhe.er Fettsduren 
dient, haben Neuberg u. Arinstein*) geliefert. 

Neuerdings haben dann auch Haehn und Kinttof*) wieder auf die 
urspriingliche Annahme der Fettsynthese aus Acetaldehyd zuriick- 
gegriffen und im AnschluB an eine theoretische Darlegung eine Reihe 
interessanter Beobachtungen iiber die Fettbildung am Pilz Endo- 
myces vernalis mitgeteilt. 

Was den Abbau der héheren Fettsiuren angeht, der ein typisch- 
oxydativer Vorgang ist, so haben Myrbdck und ich*) vor kurzer Zeit 


1) Curtius und Franzen, Heidelberger Akad. €. Wiss. 1912 bis 1918; 
diese Zeitschr. 112, 302, 1921. 

2) S. Iwanow, Beih. Bot. Centralbl. 28, (I) 159, 1912; s. auch Z. Terroine, 
Ann. Soc. Nat. (X) 2, 1920; ferner J. H. Priestley, The new Phytologist 
23, 1, 1924. 

8) Smedley und Iabrzynska, Biochem. Journ. 7, 364, 1913. 

*) Neuberg und Arinstein, diese Zeitschr. 117, 269, 1921. 

5) Haehn und Kinttof, Chem. d. Zelle u. Gewebe 12, 115, 1925. 

*) Euler und Myrbdck, Sv. Kem. Tidskrift 37, 173, 1925. 


o* 





20 H. v. Euler: 


Gelegenheit gehabt, die Annahme zu besprechen, daB an der Atmung 
die Oxydation des Fettes oft wesentlich beteiligt ist, und daB der 
oxydative Abbau vermutlich nicht ganz zu CO, fiihrt, sondern auBer- 
dem Dreikohlenstoffspaltprodukte liefert (sie seien, ohne tiber ihre 
chemische Natur etwas auszusagen, der Kiirze wegen als ,,Triosen‘‘ oder 
..Tricarbo-Reste*‘ bezeichnet), welche zusammen mit Milchsiure am 
Glykogenaufbau teilnehmen. 


In diesem Zusammenhang darf vielleicht an einen Abschnitt 
aus der Pflanzenchemie des Verfassers!) erinnert werden: 


.,Die rein chemischen Erfahrungen haben eine stufenweise Abspaltung 
von CO, abwechselnd mit der immer wiederholten Oxydation des end- 
standigen Kohlenstoffatoms im Fettsiurerest ergeben; aus ungesattigten 
Sauren entstehen zugleich Oxysiuren. Sehr wahrscheinlich hat dieses 
Spaltungsschema auch im Organismus seine Giiltigkeit, und es diirften sich 
tatsichlich auch hier niedere Fettséiuren und Oxyfettsiuren bilden. DaB 
die Umsetzung aber damit nicht zu Ende ist, kann nicht verwundern. 
Andererseits kénnen wir einen vollstaéndigen Verbrauch der Fettsaéuren 
auf dem Wege der Atmung nicht erwarten. Schon bei der Besprechung 
der Verhiiltnisse in reifenden Friichten konnten wir auf einen partiellen 
Wiederaufbau des organischen Séurematerials zu Zucker schlieBen, und 
eine ganz entsprechende Vorstellung mag man sich von einer Zuckersynthese 
aus Spaltresten des oxydativen Fettsiureabbaues bilden, wenn sich auch 
die chemische Beschaffenheit dieser Spaltreste noch nicht genau angeben 
1aBt.* 


Ein Abbauschema der Fettveratmung formulieren wir demgemaB 
in folgender Weise: 


Glykogensynthese Aminosauresynthese 
1 Stearinséure 3 Triose-(Tricarbo-) Reste + 3 Brenztraubenséure 
Acetaldehyd + CO, 
+. . * me. 
EiweiBsynthese Fettsynthese 


Wir betrachten also die Atmung als eine wichtige Quelle der 
Brenztraubensiure im Tier- und Pflanzenorganismus und sehen ihre 
wesentlichste Bedeutung in der von Neuberg*) hervorgehobenen und 
durch seine Arbeiten iiber Carboligase weiter aufgekliarten Funktion 
bei kernsynthetischen Vorgangen. 

Es kann aber nicht angenommen werden, daB dieses Schema den 
einzigen Weg des Fettabbaues im Pflanzen- oder Tierkérper darstellt. 
Vielmehr erscheint es notwendig, daB nebenher noch eine zweite 


') Kuler, Pflanzenchemie IIT. TI., 8. 214. 
2) Neuberqg und Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921. 
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Abbaufolge stattfindet , die etwa folgendermaBen geschrieben werden 
kann: 


Fettsiure -» Nonylaldehyd —» Ketobuttersiure — Apfelsaure + CO,. 


‘ 


Fumarsaure 
Bernsteinsaure. 


Diese so angedeutete Reaktionsfolge stiitzt sich im wesentlichen 
auf die Ergebnisse und Anschauungen von Knoop'), Thunberg*), 
Embden*) und Neuberg*). 

Hervorgehoben sei hier, daB nach dem gegenwirtigen Stande 
unserer Untersuchungen die Phosphatese an dem Fettabbau bzw. der 
Fettveratmung nicht beteiligt zu sein scheint. DemgemdB wird die CO,- 
Entwicklung bei der Fettveratmung durch zugesetzte Cozymase nicht 
heschleunigt. 

In einer vorhergehenden Mitteilung haben Euler und Myrbdck®) 
in typischen, stark atmenden Pflanzenorganen einen auBerordentlich 
geringen, kaum nachweisbaren Cozymasegehalt gefunden. 

AuBer den in der genannten Arbeit untersuchten Lepidiumsamen 
wurden nun noch, wie in einer vor laingerer Zeit angestellten Unter- 
suchung (Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 244, 1907), Brassica-Napus- 
samen studiert, und zwar wurde aus den sterilisierten Samen ein Preb- 
saft hergestellt, welcher statt der friiher verwendeten Extrakte ver- 
wendet wurde. 

Die Versuche wurden unter lebhaftem Schiitteln durchgefiihrt, 
und zwar unter volumetrischer Messung des CO, in Mikrobiiretten, 
aber nicht, wie sonst im Mikrogiirapparat, mit einem Totalvolumen von 
2 cem, sondern mit 20cem. Es wurden 15 ccm PreBsaft (triibe, aber 
nach mikroskopischer Priifung zellenfrei) verwendet, dazu kamen je 
2cem Phosphatpuffer. Zu einem Teile der Versuche wurde Hefe- 
Cozymaselisung zugesetzt, ein anderer Teil enthielt die entsprechende 
Menge (3 ccm) Wasser. 

Um die Atmungsvorgiinge nicht zu hemmen, wurde nicht wie 
friiher Thymol zugesetzt, sondern Stérungen durch Infektion wurden 
verhindert teils durch die VorsichtsmaBregel der Sterilisation der 
Samen vor dem Zerpressen, Sterilisation der zugesetzten Lésungen, 
sowie bei einem Teile der Versuche dadurch, daB zu 10 ccm Brassica- 


') Knoop, Hofmeisters Beitr. 6, 150, 1904; s. auch Klin. Wochenschr. 
4, 433, 1925. 

*) Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920. 

') Embden und Marx, Hofmeisters Beitr. 9, 318. 1908. 

*) Neuberg und Gorr, diese Zeitschr. 154, 495, 1925. 

5) Euler und Myrbdck, Svensk. Kem. Tidskrift 37, 173, 1925. 
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preBsaft 1 com SenfsamenpreBsaft gesetzt wurde, welcher das Wachs- 
tum von Saccharomycetenkeimen hemmt. Ferner wurden die Ver- 
suche nur auf 6 Stunden ausgedehnt, so daB das Ergebnis (die CO,- 
Entwicklung) sicher nicht durch Infektion beeinfluBt ist. 





cem CO, in Minuten 
Versuchsmischung 


30 150 240 360 
BrassicapreBsaft . .. . a a ee Pe: iF 1.9 3,1 43 
BrassicapreBsaft + Cozymase. . cas on ae 2,2 3,0 45 
BrassicapreBsaft + Senfsamenpre ‘Bsait te 0,2 19 2,9 4,0 
BrassicapreBsaft + Senfsamenprefisaft+Cozymase 0,55 2,3 3,1 44 


Die Beschleunigung, welche sich nach 30 und 150 Minuten zeigt, 
ist auf Rechnung der in der Cozymaselésung enthaltenen (sehr geringen) 
Zymophosphatmengen zu setzen. Nach 31. Stunden war eine Be- 
schleunigung durch Cozymase schon nicht mehr merkbar. 

Im AnschluB hieran soll untersucht werden, ob eine Unter- 
scheidung zwischen der CO,-Entwicklung bei der Garung bzw. intra- 
molekularen Atmung und de rjenigen bei der Fettoxydation auf Grund 
des Verhaltens gegen Cozymase-Zusatz durchgefiihrt werden kann. 
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Untersuchungen iiber elektrische Erscheinungen und lonen- 
durchlissigkeit von Membranen. 


VII. Mitteilung: 
Die Permeabilitat der Kollodiummembran fiir mehrwertige Kationen. 


Von 
L. Michaelis und Akiji Fujita. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-medizinischen Universitit 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1925.) 


Wir hatten beschrieben'), daB eine Membran aus védllig aus- 
getrocknetem Kollodium ganz undurchlassig ist fiir beliebige Anionen, 
aber durchlassig fiir Kationen. Innerhalb der Reihe der Kationen 
war aber die Durchlassigkeit sehr verschieden. Einige waren verhaltnis- 
ma&Big leicht durchgangig, wie das H-Ion und niichst ihm das K- und 
Rb-Ion, wahrend das Na- und besonders das Li-Ion schon sehr viel 
schwerer durchgangig sind. In einer Membran mit so ausgesprochenen 
Effekten auf die Permeabilitat verschiedener Ionen kann man ein Vorbild 
sehen fiir gewisse in der Physiologie beobachtete Membranen mit elek- 
tiver Permeabilitaét. Wir glauben somit der Physiologie einen unmittel- 
baren Nutzen zu leisten, wenn wir die Frage der spezifischen Perme- 
abilitat an dem zwar unphysiologischen, aber der Beobachtung leichter 
zuganglichen Objekt der Kollodiummembran genauer studieren. Wenn 
diese auch kein unmittelbares Vorbild fiir die in ihrer Permeabilitat 
durch Reizung variierbaren Zellmembranen ist, sondern héchstens 
fiir die unvariierbare, unreizbare Membran der Apfelschale, so kann 
doch die erfolgreiche Untersuchung der komplizierteren physiologischen 
Membranen nicht mit Erfolg in Angriff genommen werden, bevor 
die Verhaltnisse an einfachen Membranmodellen griindlich durchforscht 
sind. Fir solche Modelle scheint uns kaum irgend eine Membran so 
viel fiir die physiologische Ausbeute zu versprechen, wie die getrocknete 
Kollodiummembran. 


‘) L. Michaelis und A. Fujita, diese Zeitschr. (im Druck), IV. Mitt. 
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In dieser Arbeit wollen wir uns naher mit der Permeabilitat der 
verschiedenen Kationen beschaftigen. In der friiheren Mitteilung') 
hatten wir festgestellt, daB die gewéhnlichen einwertigen Kationen 
simtlich die Membran permeieren kénnen, aber in sehr verschiedenem 
Grade. Die Reihenfolge der Durchdringungsfahigkeit der verschiedenen 
einwertigen Kationen war dieselbe wie die Reihenfolge der Beweglich- 
keit bei freier Diffusion, aber die Unterschiede zwischen den verschie- 
denen Kationen waren auBerordentlich erhéht. So konnte gezeigt 
werden, daB die Unterschiede in der Beweglichkeit von H und Li, 
welche bei freier Diffusion sich etwa wie 1 : 9 verhalten, in der Kollodium- 
membran sich fast wie 1 : 1000 verhalten?). Unter diesen Umstanden 
mu man sagen, daB eine solche Membran fiir Li, ja beinahe sogar 
fiir Na praktisch undurchlassig ist im Vergleich zu K’ und noch mehr 
zu H. Und doch besteht noch ein groBer Unterschied in der Durch- 
lassigkeit von Li und anderen noch schwerer durchlissigen Ionen, 
so muB z. B. das Li noch als relativ ganz leicht durchgingig im Ver- 
gleich zu irgend einem Anion betrachtet werden. Wir werden in dieser 
Mitteilung zeigen, daB eine groBe Zahl von mehrwertigen Kationen 
ebenfalls viel schwerer permeiert als selbst Li, und somit haben wir 
alle nur denkbaren Ubergiinge von dem leichtest durchgangigen H-Ion 
bis zu den undurchgingigsten Ionenarten, und die Ubergiinge sind 
so allmahlich, daB die Undurchgangigkeit wohl auf alle Falle nur relativ 
aufzufassen ist. 

Die Methode, mit welcher die Durchgangigkeit gemessen wurde, 
ist erstens der direkte Austausch-Diffusionsversuch. Dieser fiihrt 
aber nur bei den allerdurchgangigsten Ionen in praktisch zulassigen 
Zeitraumen zu meBbaren Resultaten, also z. B. beim Austausch von 
H- und K-lonen. Bei etwas weniger permeablen lonen, z. B. schon 
beinahe bei einem Austauschversuch zwischen K und Na, versagt 
diese Methode, weil bei Kollodiumhiilsen von praktisch ausreichender 
Festigkeit und Dicke selbst nach Wochen der Austausch nur soeben 
qualitativ erkennbar ist. Unter physiologischen Verhaltnissen dagegen, 
wo die Dicke der Membran weniger als 1 betragen kann, kénnte selbst 
eine so geringe Permeabilitat praktisch bedeutungsvoll sein. In anderen 
Fillen ist die Diffusion tiberhaupt nicht praktisch verfolgbar. Weit 
empfindlicher ist die zweite Methode, die Messung des Diffusions- 
potentials zweier Lésungen, welche durch eine Kollodiummembran 
getrennt sind. Mit Hilfe dieser Methode konnten wir noch bei lonen 
von der Tragheit des Lithiums praktisch brauchbare Naherungswerte 


1) L. Michaelis und A. Fujita, |. c. 
*) Uber diese Berechnung siehe L. Michaelis, Journ. of Gen. Physiology, 
Jacques Loeb Memorial Volum, 1925. 
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fiir die Permeabilitat, wenigstens relativ zu irgend einem Standard- 
wert, z. B. zu der Durchgingigkeit des K-lons, gewinnen. Wird aber 
die Permeabilitét noch kleiner, so versagt auch diese Methode. Die 
Ursache ist offenbar die, daB sich irgend ein stationarer Diffusions- 
zustand in solchen Fallen nicht mehr einstellt. In einem solchen Falle 
ist es nicht mehr méglich, ein einigermaBen konstantes Potential bei 
einer Diffusionskette zu erhalten. Dieser Fall liegt vor, wenn wir die 
zweiwertigen Kationen untersuchen. 

Wir hatten in der friiheren Mitteilung') beschrieben, daB eine 
Diffusionskette, z. B. von n/10 und n/100 KCl-Lésungen, mit einer 
Kollodiummembran eine wenigstens innerhalb einiger Millivolt repro- 
duzierbare und sich ziemlich schnell einstellende EMK gibt, welche 
ziemlich gut der Erwartung entspricht, wenn wir annehmen, dab 
die Cl-lonen véllig undurchgangig, die K-Ionen aber durchgiingig sind. 
Die GréBe der EMK wire fiir ein Konzentrationsverhiltnis 1: 10 
= 57 Millivolt, wenn die Aktivitaten des Kaliums in den beiden Lésungen 
sich wie die Konzentrationen verhielten. Da das Aktivitatsverhaltnis 
aber in Wirklichkeit etwas kleiner ist, so muB8 ein etwas kleinerer Wert 
als 57 Millivolt erwartet werden, und zwar etwa 52 Millivolt. Dies 
wurde in unseren Versuchen auch bestatigt. Zwar geben nicht alle 
Exemplare der Hiilsen wirklich diesen Maximalwert, aber er kommt 
doch haufig genug vor. Man mu8 nur in Betracht ziehen, daB haufig 
die Einstellung des Potentials titberhaupt um etwa + 3 Millivolt un- 
sicher ist. Wenn man nun eine entsprechende Konzentrationskette 
mit zweiwertigen Kationen anstellt, so wire nach der Theorie zu er- 
warten, daB ein Potential von annahernd halb so groBem Werte sich 
einstellen sollte. Aber es stellt sich tiberhaupt kein sicheres Potential 
ein. Das kann man als Ausdruck fiir die Tatsache betrachten, daB 
die Permeabilitét der zweiwertigen Ionen im allgemeinen so ungeheuer 
klein ist, daB irgend ein stationarer Zustand sich nicht mehr einstellen 
kann. Wir diirfen ihre Permeabilitat daher als von gleicher GréBen- 
ordnung wie die der Anionen betrachten, also praktisch = 0. Die 
Versuche ergeben folgendes: 

Eine genaue Protokollierung ist deshalb nicht méglich, weil die 
Potentiale zeitlich zu stark schwankend sind. Die in den Protokollen 
eingetragenen Werte sind daher ein wenig willkiirlich und stellen Werte 
dar, welche nach langerer Beobachtung wenigstens einigermaBen 
stationar geworden zu sein schienen. Betrachten wir diese Werte fiir 
verschiedene Kollodiumhiilsen, welche vorher mit Diffusionsketten 
von KCl und NaCl gepriift und als gut befunden worden waren 
(Tabelle I). Wir sehen, daB diese Hiilsen mit Ca Cl,-Lésung 0,1 : 0,01 aqui- 


1) L. Michaelis und A. Fujita, 1. e. 
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Tabelle I. 
Konzentrationsketten '),. 





a a san EMK in Millivolt 
Elektrolyte verbaltnis in 
: Normalitat Hiilse A Hilse B | Hiilse C Hiilse D Mittel 
KCl . .  0,1;0,01 53,0 44.0 50,0 57,0 51,0 
NaCl. . 0,1:0,01 48.0 53.0 47.0 415 47.4 
CaCl,. .  0,1:0,01 — 12,0 50,0 22,0 — 4,0 ? 
MgCl, . 0,1:0,01 8,0 37,0 28,04 104 ? 
(43 nach 10’) (11 nach 40’) 
BaCl, . 0,1:0,01 4,04 7,04 28.0 134 28.0? 
(48 nach 60’) (38 nach 60’) (55 nach 60’) 
CuSO,.  0,1:001 29,0 16,0 504 1104 22,5? 
(9nach 30’) (17 nach30’) 
ZnSO, .  0,1:0,01 6.04 39,0) 17.0 — 25.0 
(13 nach 60’) (20 nach 40’) 
AlC]l,. . 0,1:0,01 17,0 22,0 21,0 190), 20,0 
(10 nach 30’) 
CeCl,. .)| 0,1:0,01 34,04 37,04 38,04 37,54 
(51 nach 50’) (55 nach 50’) (65 nach 50’) (41 nach 50’) 
Th(NO,),  0,1:0,01 36,0 45,0 38,0 30,0 37,2 
dasselbe 0,01:0,001 27,0 28,0 28,0 _— 27,6 
dasselbe 0,001 :0,0001 31.0 33,0 31,0 — 31,6 


valentnormal Werte geben, welche in Parallelversuchen nicht einmal 
dem Vorzeichen nach iibereinstimmen. Das Potential der verdiinnteren 
Lésung schwankt bei den vier verschiedenen Hiilsen zwischen — 12 
und + 50 Millivolt. Nicht besser steht es bei den Ketten mit MgCl,, 
BaCl,, Zn SO,, wo in den Protokollen zum groBen Teil iiberhaupt keine 
zeitlich stationiren Werte notiert werden konnten. Das einzige Kation, 
bei dem eine Andeutung einer GesetzmaBigkeit vorhanden zu sein 
scheint, ist Cu. Die CuSO,-Kette gibt wenigstens in zwei Fallen 
ziemlich konstante Werte (29 bzw. 16 Millivolt), welche dem theoretisch 
zu erwartenden Wert von etwa 25 Millivolt fiir ein zweiwertiges Ion 
entsprechen mégen. Mit zwei anderen Kollodiumhiilsen waren die 
Werte aber wiederum véllig schwankend, so da8 wir iiber Cu schlieB- 
lich auch nichts anderes aussagen kénnen als iiber die anderen zwei- 
wertigen Ionen. 

Wir suchten noch auf andere Weise zu beweisen, daB die Un- 
zuverlassigkeit der Art der Ketten auf einer ungeniigenden Perme- 
abilitat der Kationen beruht. Das Prinzip dieser Methode ist folgendes. 
Eine Diffusionskette mit KCl n/100 und n/1000 gibt ein Potential 


1) Vorzeichen bezieht sich auf verdiinntere Lésung. Fragezeichen 
bedeutet die Unmiglichkeit, sichere konstante Werte anzugeben. Die 
inkonstanten Werte sind zur Berechnung der Mittelwerte nicht mitgerechnet. 
A bzw. ¥ bedeutet allmahliches Weitersteigen oder Fallen ohne festen 
Grenzwert. 
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von + 50 bis + 54 Millivolt fiir die verdiinntere Lésung. Wenn man 
nun zu jeder der beiden KCl-Lésungen einen anderen Elektrolyten 
hinzufiigt, dessen Konzentration auf beiden Seiten gleich ist, so mub 
dieser Zusatz die EMK vermindern, sobald die Permeabilitét des hinzu- 
gesetzten Kations nur irgendwie vergleichbar ist mit der des K-Ions. 
DaB dies der Fall ist, sieht man an folgenden Versuchen, in welchen 
als Zusatzelektrolyt NaCl bzw. LiCl genommen wurde (Tabelle LI). 
Na driickt in einer Konzentration von beiderseits n/10 die EMK im 
Mittel bis auf etwa 10 Millivolt herunter und Li, entsprechend seiner 
geringeren Durchlassigkeit, nur bis auf im Mittel 17 Millivolt. Die 
Reproduzierbarkeit dieser letzten Zahl ist nicht sehr gut, wie immer 
bei Ketten, an denen das auBerst triage Li beteiligt ist. Die Diffusions- 
fahigkeit des Lithiums ist offenbar an der Grenze der einigermaben 
genauen MeBbarkeit. Wenn wir nun derartige Versuche mit zwei- 
wertigen Kationen machen, so zeigt sich, daB diese die EMK der KCIl- 
Kette noch viel weniger herabdriicken. Die Konzentration des KCl 
betrug in den Versuchen stets n/10:n/100, und wenn der Zusatz- 
elektrolyt z. B. in Form von CaCl, beiderseits in einer Konzentration 
von n/100 zugegeben wurde, so zeigte sich tiberhaupt kein sicherer 
Einflu8 auf das Potential. Wurde das CaCl, in gréBerem UberschuB, 
n/10 beiderseits, hinzugefiigt, so zeigte sich ein kleiner EinfluB, eine 
Herabdriickung im Mittel auf 35 Millivolt. Noch kleiner und vielleicht 
in die Fehlergrenze fallend ist der EinfluB von MgCl,, ZnSO,, waihrend 
der Einflu8 von Ba vielleicht ein wenig gréBer, aber nicht reproduzierbar 
ist. Am deutlichsten ist der EinfluB bei Cu’, es ist wiederum das 
einzige zweiwertige Ion, bei dem eine gewisse Permeabilitét noch am 
wahrscheinlichsten erscheint. 

Wir kénnen somit iiber die zweiwertigen Ionen folgende zwei 
Aussagen machen. 1. Konzentrationsketten mit Salzen aus zwei- 
wertigen Kationen geben keinen bestimmten Potentialunterschied. 
2. Konzentrationsketten von KCl werden durch den Zusatz von zwei- 
wertigen Kationen im Uberschu8 nur wenig beeintrichtigt. Daraus 
folgt, daB die Durchgingigkeit der zweiwertigen Ionen selbst im Ver- 
gleich zum Li ungeheuer klein und etwa von derselben GréBenordnung 
wie die der Anionen sein muB. 

Gehen wir nun zu den dreiwertigen Ionen iiber, so zeigt sich bei 
der Konzentrationskette mit AlCl, ein ziemlich gut reproduzierbares 
Potential von etwa 20 Millivolt, bei CeCl, ein noch gréBeres, aber 
schlecht reproduzierbares Potential. Bei dem vierwertigen Thorium- 
nitrat stellt sich ebenfalls ein einigermaBen reproduzierbares Potential 
von durchschnittlich 30 bis 40 Millivolt ein. Zunichst méchte es also 
scheinen, als ob die drei- und vierwertigen Ionen viel besser permeabel 
sind als die zweiwertigen. Dies ist aber sehr unwahrscheinlich. Auch 
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mute der Potentialunterschied bei einer Kette mit vierwertigen [onen 
sehr viel kleiner sein als der beobachtete, nimlich unter der Annahme, 
daB die Lésung nur vierwertige Thoriumionen enthalt, im héchsten 


5 
Falle - = 14,5 Millivolt. Wir suchten daher nach einer anderen Méglich- 


keit, um die Potentiale der Kette mit héherwertigen Ionen zu erkliren. 
Eine solche Erklarung fanden wir in folgender Uberlegung. Alle Salze 
der drei- und vierwertigen Ionen sind in wiisseriger Lésung merklich 
hydrolysiert, und zwei verschieden konzentrierte Lésungen von AlCl, 
oder Th(NQ,), unterscheiden sich daher nicht nur in der Konzen- 
tration der Metallionen, sondern auch in der der H-lonen. Wir kénnen 
also solche Ketten einfach als H-lonenkonzentrationsketten auffassen 
und die Metallionen selber als impermeabel und unbeteiligt an der 
Erzeugung der Potentialdifferenzen betrachten. Die folgenden Ver- 
suche ergeben die Berechtigung fiir diese Auffassung. 

Es wurde das Potential von Lésungen von AICI, und Th(NO,), 
bei verschiedenen Konzentrationen gegen eine Wasserstoffelektrode 
gemessen. Es erwies sich als vorteilhaft, die Methode des geringen 
Eintauchens eines Platindrahtes in die Lésung bei ruhender H,-Blase 
in einer U-férmigen Elektrode') zu benutzen. In selchen Lésungen 
stellte sich auf diese Weise das Potential sehr viel schneller und sicherer 
ein als mit Elektrodenanordnungen, wo das Platin tiefer eintaucht 
und das Gleichgewicht durch Schiitteln oder Drehen der Elektrode 
erzeugt wird. Mit dieser Methode erhielten wir folgende Potential- 
differenzen gegen eine gesittigte Kalomelelektrode, welche gegen eine 
H,-Elektrode mit Standardacetat eine Potentialdifferenz von 514 Milli- 
volt hatte: 

Tabelle 111. 








io r P. D. gegen 
ant Ge nay rena 5 Semgemtes gesattigte Kalo. Differenz Pu 
Elektrolyte in Normalitat °C easlelektrode 
. | 1 10 26 443.7 } 9 3.44 
AICI. - - ae 2 4635 | 18 3.77 
Tabelle 1V. 
Art der Konzentration Temperatur P.D te oe 
. . gesattigte Kalo- Differenz Pu 
Elektrolyte in Normalitat °C melelektsode 
l 30 2 yrosed 43.2 4 
r . 26 23,7 en's 3,10 
rh(NO,), ‘100 = 33,7 38.3 3, 
o” 000 26 452.0 a 3.58 
M en hes 35.0 “ 
10000 26 487.0 4.17 


1) L. Michaelis, Praktikum d. physik. Chem., 2. Aufl., 8. 164. Berlin, 
Julius Springer, 1922. 
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Wir erkennen hier die deutlich saure Reaktion dieser Salzlésungen. 
Der Potentialunterschied von AICl, n/10 und n/100 gegen die H,-Elek- 
trode betrigt 20 Millivolt (Tabelle III). Er ist praktisch gleich der 
EMK der Diffusionskette mit Kollodium und denselben beiden AIlCl,- 
Lésungen (Tabelle I). Damit diirfte der Beweis erbracht sein, daB 
auch bei der Kollodiumkette die H-Ionen allein das Potential bestimmen, 
denn wenn eine Membran mit zwei Elektrolytlésungen in Beriihrung 
ist und von allen vorhandenen Ionenarten nur fiir eine einzige per- 
meabel ist, so muB aus thermodynamischen Griinden das Membran- 
potential gleich sein dem Potentialunterschied einer gewéhnlichen 
Konzentrationskette mit metallischen Elektroden der betreffenden 
Art. Entsprechendes zeigte sich bei Thoriumnitrat (Tabelle IV). Der 
Potentialunterschied einer Thoriumnitratlésung gegen eine H,-Elektrode 
andert sich um ungefihr 35 bis 40 Millivolt, wenn man die Lésung 
um das Zehnfache verdiinnt. Ganz entsprechend betrigt auch die 
EMK der Kollodiumkette mit Thoriumnitrat bei einem Konzentrations- 
verhaltnis 1:10 etwa 30 bis 40 Millivolt (Tabelle 1). 

Damit glauben wir bewiesen zu haben, daB das Membranpotential 
bei Gegenwart von héherwertigen Ionen allein durch die H-lonen 
vorgeschrieben wird. Daraus folgt eine Impermeabilitat der héher- 
wertigen Ionen. 


Zusammenfassung. 

Fassen wir nunmehr alles zusammen, was wir tiber die Perme- 
abilitat der Ionen bei unserer Kollodiummembran festgestellt haben, 
so ergibt sich folgendes. 

Bei weitem am leichtesten permeabel ist das H-Ion, ihm folgt 
in groBem Abstand Rb, K, in einem gewissen Abstand ferner Na, wieder- 
um in weitem Abstand Li. Hier ist die Grenze erreicht, wo die Perme- 
abilitat noch einigermaBen meBbar ist. Alle anderen Ionen sind praktisch 
undurchgangig. Das sind die zwei-, drei- und vierwertigen Kationen 
und saémtliche, sogar einwertige Anionen. Sogar die O H-lonen miissen 
wir hierin einschlieBen, wenn es auch méglich ist, daB ihre Perme- 
abilitét nicht ganz so klein wie die der anderen Anionen ist. Die Ent- 
scheidung dariiber war bisher sehr schwierig, sicher ist nur, daB ihre 
Permeabilitét auf jeden Fall sehr viel kleiner ist als die des Lithiums, 
desjenigen Ions, welches von allen Ionen mit noch meBbarer Perme- 
abilitat das am wenigsten permeable ist. 
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Uber das Vorkommen yon Methylmercaptan 
in frischer Raphanuswurzel (Daikon, Raphanus Sativus, L.). 


Von 
Nobuzo Nakamura. 
(Mitgeteilt von U. Suzuki.) 
(Aus dem agrikulturchemischen Institut der Universitat /Tokio.) 


(Eingegangen am 6. August 1925.) 


DaB durch Fiiulnis des EiweiBkérpers Methylmercaptan gebildet 
wird, ist eine altbekannte Tatsache. Das Vorkommen desselben in 
frischem Pflanzengewebe ist aber bis jetzt von niemandem bewiesen. 
Wenn man frische Raphanuswurzel fein zerreibt und, wie es bei uns 
Sitte ist, den Brei derselben (Daiko-oroshi) bereitet, so entwickelt sich 
ein eigentiimlicher Geruch. Bringt man Bleiacetatpapier in die Nahe. 
so bildet sich darauf in kurzer Zeit ein gelblichbrauner metallglinzender 
Belag. 

Wird der Brei in einem Rundkolben vorsichtig erwarmt und unter 
langsamer Luftleitung bei vermindertem Druck destilliert und der ent- 
wickelte Dampf in Athylalkohol eingeleitet, so wird die fliichtige Substanz 
vom Weingeict aufgenommen. Diese Lésung riecht stark nach dem 
urspriinglichen Brei und zeigt folgende Reaktionen. 

1. Mit alkalischer Nitroprussidnatriumlésung gibt sie Violettfarbung, 
die durch Zusatz von Séuren verschwindet und durch Alkali wieder zum 
Vorschein kommt. 

2. Mit wisseriger Quecksilbercyanidlésung bildet sie eine gelblich- 
weiBe Fallung. 

3. Mit Bleiacetat entsteht ein gelber Niederschlag. 

4. Mit Quecksilberchlorid erhilt man eine weiBe Fillung. 

Diere Reaktionen lassen auf das Vorhandensein von Methyl- 
mercaptan schlieBen. Um es als charakteristische Quecksilberverbindung 
zu isolieren, hat der Verfasser mit gréBeren Breimengen gearbeitet. 
Zu diesem Zweck wurde der Brei in einem groBen Rundkolben mit 
Oxalsiure angesiiuert und das Ganze unter langsamer Luftleitung bei 
vermindertem Druck der Destillation unterworfen. Das Destillat wurde 
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in eine 3 proz. wisserige Quecksilbercyanidlésung eingeleitet. (Der 
Zusatz von Oxalsiiure hat den Zweck, die Austreibung des Mercaptans 
zu beschleunigen. Siehe: Frdnkel, Praktikum der Medizinischen Chemie). 

Der dabei entstandene weiBlichgelbe Niederschlag wurde abgesaugt 
und im Exsikkator iiber Chlorcalcium getrocknet. Wird diese Substanz 
mit viel Aceton heiB extrahiert, so geht ein Teil in Lésung, und nach 
dem Erkalten scheiden sich perlmutterglinzende weibe Kristalle von 
Quecksilbermercaptan aus. Der in Aceton unlésliche gelbe Riickstand 
lést sich in den gewéhnlichen Lésungsmitteln wie Alkohol, Methyl- 
alkohol, Ligroin, Ather, Eisessig, Benzol und Toluol nicht, so daB der 
Verfasser kein geeignetes Mittel finden konnte, um ihn zu reinigen. Es 
wurde nur bestatigt, daB darin Kohlenstoff, Wasserstoff und Schwefel 
enthalten sind. 

Die mit Aceton extrahierten Kristalle sind im Alkohol und Ather 
sehr wenig, in Aceton, Chloroform und Essigester etwas leichter léslich ; 
in Wasser, Methylalkohol, Benzol, Ligroin und Toluo! sind sie unléslich. 
Sie enthalten weder Stickstoff noch Halogen. Wenn mit metallischem 
Natrium gegliiht und der Riickstand in Wasser gelést wird, so gibt die 
Lisung mit Nitroprussidnatrium eine schéne rote Farbung oder mit 
Bleiacetat und Essigsiure eine schwarze Fillung. Damit ist die An- 
wesenheit des Schwefels nachgewiesen. 

Im Kapillarrohr erhitzt, wird die Substanz gegen 150° allmahlich 
braun und zersetzt sich bei 172° (unkorr.). Nach den Literaturangaben 
ist der Schmelzpunkt von (CH,S),Hg 175° und von (C,H;S),Hg 86°. 

Wird diese Substanz mit konzentrierter Salzsiure erwirmt und 
das dadurch frei werdende Gas in Alkohol eingeleitet, so wird es voll- 
stindig vom Alkohol aufgenommen. Diese Lésung riecht stark nach 
Mercaptan und gibt folgende Reaktionen : 

1. Mit Nitroprussidnatrium und Alkali: Rotfarbung, die durch 
Zusatz von Sauren verschwindet und durch Alkali wieder zum Vorschein 
kommt. 

Mit Isatin und Schwefelsiure: rote Farbung. 

Mit Ammoniak und verdiinntem Eisenchlorid : rotbraune Farbung. 
. Mit wasseriger Quecksilbercyanidlésung: weiBe Fallung. 

. Mit Alkali und Bleiacetat: gelber Niederschlag. 

6. Mit Quecksilberchlorid: weiBe Fiallung. 

Alle diese Reaktionen sind charakteristisch fiir Mercaptan. 

Zur Analyse wurde die Substanz in vacuo bei 80° getrocknet. 
Bei der Analyse wurde die Substanz mit Bleichromat verbrannt. 


ore Ww bo 





Substanz CO, H,O Cc H 
g g g Proz. Proz. 


0,2476 0,0781 0,0480 8,62 2,15 
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Quecksilberbestimmung. 





Substanz HgS Hg 
8 8 Proz 
0.1358 0.1105 70,14 


Zur Quecksilberbestimmung wurde die Substanz mit konzentrierter 
Salzsiure zerlegt und mit Schwefelwasserstoff behandelt; das Queck- 
silber wurde als HgS gewogen (Ad. Schenck und A. Michaelis, Ber. 21, 
1501, 1888). 


Vergleich obiger Analvsenzahlen mit dem Prozentgehalt einiger Quecksilber- 
merca ptide. 





Cc H Hg 

Proz. Proz Proz 

CGefunden ee es ea 8,62 2.15 70,14 
Berechnet fiir (CH,S),Hg .... 8,16 2,06 68,03 
- » (C,H,S)Hg ... 14.91 3,13 62,11 
se » (C.H,S),Me ... 20,57 4.03 58,03 


Also stimmt die Analysenzahl mit der des Quecksilbermethyl- 
mercaptans tiberein. 

Das Vorkommen von Methylmercaptan in frischer Raphanus- 
wurzel ist hiermit sicher festgestellt. Ob ein Teil desselben wihrend 
der Destillation aus einer labilen Muttersubstanz gebildet wird, bleibt 
noch zu entscheiden. Es ist aber kaum zu bezweifeln, dab ein groBber 
Teil desselben in freiem Zustande vorkommt. Aus 40 kg frischer 
Wurzeln wurden 3 g Rohquecksilberverbindungen und hieraus | g reines 
Quecksilbermethylmercaptan isoliert. Auf freces Mercaptan berechnet, 
entsprache das 0,31 g. 
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Uber die Wirkungsstirke von Hypophysenextrakten, 
gemessen an ihren antidiuretischen Eigenschaften. 


Von 
W. Kestranek, H. Molitor und E. P. Pick. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 6. Auqust 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die praktische Bedeutung, welche die antidiuretische Wirkung 
von Hypophysenpraparaten in der Therapie erlangt hat, macht es 
wiinschenswert, diese Fiahigkeit der Hypophysenextrakte mdéglichst 
quantitativ zu fassen und sie fernerhin mit anderen bekannten Eigen- 


schaften dieser Driise zu vergleichen; hierfiir scheint sich bis jetzt am 
besten die oxrytocische Wirkungskomponente zu eignen. 


I, Methodik. 

Die diuresehemmende Wirkung der Hypophysenpriiparate laiBt 
sich am genauesten und bequemsten an Hunden messen, denen 
eine Dauer-Blasenfistel angelegt worden ist '); neben diesem Ver- 
fahren, das allerdings die vorherige Vornahme einer streng asep- 
tischen Bauchoperation voraussetzt, hat sich uns in letzter Zeit die 
Auswertung von Hypophysenextrakten an Kaninchen bewahrt, bei 
denen der Harn méglichst quantitativ durch Abpressen gewonnen wird. 


a) Methode zur Anlegung der Dauer-Blasen/jistel. 

Diese operative Methode wurde zuerst von C. Schwarz und W. Wie- 
chovski angegeben und ist ausfiihrlich im Zentralblatt fiir Physiologie, 
Bd. 28, Nr. 8, 8.439, mitgeteilt. Sie gestattet, Hunde mit einer 
permanenten Blasenfistel viele Monate in gebrauchsfihigem Zustande 
zu halten, so daB ohne besondere Pflege zwei bis drei derartige 
Hunde geniigen, um wahrend eines Jahres simtliche in Frage kommenden 


') Siehe Molitor und Pick, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 101, 
169, 1924. 
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Auswertungen an ihnen vorzunehmen. Am besten eignen sich hierzu 
weibliche Tiere im Gewichte von 8 bis 12 kg. 

Die von uns in manchen Punkten modifizierte Methode der Anlegung 
der Blasenfistel gestaltet sich wie folat: Nach einem 6 bis 8 em langen 
Schnitt in der Linea alba, der gegen die Symphyse gefiihrt wird und welcher 
die ganze Bauchwand durchtrennt, wird die Blase vorgezogen und gegen die 
freie Bauchhéhle mit Kompressen abgedeckt ; der am tiefsten gelegene Punkt 
der Blase wird durch eine Naht markiert und sodann mit einem etwa 
lem langen Schnitt die Blase am Blasenhalse eréffnet und entleert; durch 
diese Offnung wird die mit einem Stachel bewehrte Blasenkaniile eingefiihrt 
und an der vorher markierten Stelle von innen durch die Blase durch- 
gestoBen. Der Einschnitt am Blasenhalse wird durch einige dicht gesetzte 
Knopfnihte verschlossen. Jetzt wird etwa 1 bis 1,5 cm von der Linea alba 
ein Troikart durch Haut-Muskelschicht und parietales Peritoneum vor- 
sichtig durchgestoBen und nach Zuriickziehen des Stachels durch seine 
Hiilse die Blasenkaniile nach auBen gefiihrt, nunmehr die Hiilse entfernt 
und auf die Blasenkaniile an Stelle des scharfen Stachels eine Hartgummi- 
platte von 2cm Durchmesser und ein VerschluBhahn eingeschraubt. Die 
Bauchwand wird in drei Etagennihten verschlossen. Als Material fiir 
Blasenkaniilen bewahrte sich uns am besten Hartgummi, da dieser im Gegen- 
satz zu Aluminium auch bei langem Liegen in der oft cystitischen Blase 
nicht angegriffen wird und eine solche Kaniile sogar fiir mehrere Operationen 
verwendet werden kann. Der Eingriff wird von den Tieren sehr gut ver- 
tragen. Wir hatten niemals einen Verlust zu verzeichnen. Bei geschlossener 
Kaniile wird der Harn auf natiirlichem Wege entleert. Am achten Tage 
nach der Operation sind die Tiere zum Versuche verwendbar. Vor jedem 
Versuch ist es nétig, sich von dem guten Funktionieren der Kaniile in der 
Weise zu iiberzeugen, daB nach Injektion von 10 ccm Borwasser durch die 
Kaniile dieselbe Menge nach Offnen des Hahnes quantitativ zuriickgewonnen 
werden kann. Das Auftreten von Cystitiden, die sich friiher oder spiter 
infolge der Fremdkérperwirkung der Kaniile einstellen, ist nicht zu ver- 
meiden, aber fiir den Ausfall der Diureseversuche an sich belanglos. 


b) Methodik der Diureserersuche. 

Bei Anstellung der Versuche ist darauf zu achten, dab die Tiere 
spitestens fiinf Stunden vor Versuchsbeginn getrunken und gefressen 
haben, da sowohl die Nahrungs- wie auch die Fliissigkeitsaufnabme 
auf den Diureseversuch stérend einwirken. Bei Verwendung von Ka- 
ninchen ist darauf zu achten, daB bei Trockenfiitterung [s. Oehme ')| 
die Gewebe der Tiere das per os zugefiihrte Wasser auf Kosten der 
Diurese begierig aufnehmen und festhalten. Es miissen daher in solchen 
Fallen an drei aufeinander folgenden Tagen Kontroll-Wasserversuche 
dem eigentlichen Diureseversuch vorausgeschickt werden. Erst wenn 
diese ein gleichmiBiges Ergebnis geliefert haben, kann das Tier zum 
Versuch verwendet werden. Das Gewicht der zu unseren Versuchen 
verwendeten Kaninchen betrug 1,2 bis 2,.8kg. Die mittels Schlund- 
sonde zu Versuchsbeginn zugefiihrten Wassermengen betrugen bei 


') C. und M.Oehme, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 127, 1918 
3* 
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Hunden 250 cem, bei Kaninchen 100 cem. Die vermehrte Harnaus- 
scheidung beginnt in der Regel beim Hunde nach 20 bis 30 Minuten, 
erreicht ihr Maximum etwa nach 40 bis 50 Minuten und kehrt nach 
11, bis 2 Stunden zur Norm zuriick ; von der zugefiihrten Menge (250 ccm) 
werden nach 1!., Stunden 60 bis 70 Proz., nach 2 Stunden in der Regel 
80 Proz. ausgeschieden. Die einzelnen Harnportionen werden in Ab- 
stinden von 10 Minuten durch 1', bis 2 Stunden gesammelt. Dv 
Wasserdiurese bei ein und demselben Hunde ist ziemlich konstant, so dap 
jede Anderung ihrer Grépe ale Ausschlag gut verwerthar ist; dagegen 
sind die Wasserdiuresen verschiedener Hunde durchaus verschieden und 
untereinander nicht vergleichbar. Um Vergleichswerte zu gewinnen, 
miissen die betreffenden Praparate an ein und demselben Tier ausgewertet 
worden sein. Beim Kaninchen sind auch an ein und demselben Tiere 
die Wasserwerte nicht so konstant wie beim Hunde und schwanken bei 
verschiedenen Tieren ganz auBerordentlich. Es lassen sich daher an 
Kaninchen so feine quantitative Unterschiede wie an Hunden in der 
Regel nicht feststellen, wenn auch die Auswertung fiir grébere Wirkungs- 
unterschiede am Kaninchen mit Erfolg vorgenommen werden kann 
Die Kaninchen werden nach Eingabe von 100 cem Wasser und sub- 
kutaner Injektion des zu priifenden Priparates jede halbe Stunde 
3 Stunden hindurch abgepreBt. Die Ergebnisse sind aus den bei- 


gegebenen Protokollen und Abbildungen zu ersehen (s. Tabelle I und 


Kurve l a, b, ¢). 


Tabelle I. 


Diuresehemmung bei Kaninchen. 





5stiindige Harn-  5stiindige Harnmenge 
menge nach n. 100 ccm H2 O per os 
100 com H,O und Hypophysen- Anmerkung 
per os extrakt subkutan 


ecm com 


81 13.5 0,1 com Pituglandol 
93 7,0 : " 
134 14.5 Fe « . 
83 85 02 . ‘ 


62 65 02 . = 


Auswertung von Pituglandol an Kaninchen. 





Harnmenge Zeit Harnmenge 


Kaninchen Nr. 27, 1600 g¢. 


16400’ 100 cem Wasser per os 16500’ 0,1 Pituglandol subkutan, 
16 30 14 ccm 100 cem Wasser per os 
17 00 is . 30 ” 
17 30 a 00 3 cem 
18 00 a 30 7. 
18 30 = 00 so 

30 S *s 





Hypophysenextrakte. 





Harnmenge Zeit Harn menge 


Kaninchen Nr. 32, 1200 g. 


100 com Wasser per os 9bOO’ 0,05 Pituglandol subkutan 
5 cem 100 com Wasser per os 
14. 9 30 2 cem 
19 . 10 00 O5 . 
3, 10 30 0.2 . 
™ « 11 00 0,2 . 
- 11 30 

12 00 


Kaninchen Nr. 46, 1600 g. 


16b50’ 100 com Wasser per os 16h00' 0,05 Pituglandol subkutan, 
17 20 2 ceem 100 com Wasser per os 
17 50 - 16 30 2 ccm 

18 20 a 17 00 O23. 

18 50 ~~ 17 30 0.2 | 
19 40 30 18 00 3 


18 30 10 


Kaninchen Nr. 9, 2800 g. 


16h00' 100 ccm Wasser per os 10h00' 0,05 Pituglandol subkutan, 
16 30 | l cem 100 com Wasser per os 
17 00 oa 10 30 0.5 com 

17 30 = 11 00 2 - 

18 00 26. 1l 30 os . 

18 30 15 12 00 9 

19 00 12 30 30 

13 00 29 





s 




















"90" 60" 90" I20 150" —— ae gimme 
JO" 60° 90° 120° 150 30° 60 90 @0 150" 780 
Abb. 1 a. Abb. Ib. 


Kaninchen 27, 1600 g. Kaninchen 32, 1200 g. Kaninchen 46, 1600 g. 
0,1 com Pituglandol. 0,05 com Pituglandol 0,05 ccm Pituglandol. 





in je 30’ ausgeschiedene Harnmenge | 
gesamte ausgeschiedene Harnmenge | 


in je #0’ ausgeschiedene Harnmenge | nach Eingabe von 100 com Wasser und 
CC} gesamte ausgeschiedene Harnmenge | subkutaner Pituglandolinjektion 


nach Eingabe von 100 ccm Wasser 


Die folgenden Versuche sind an Blasenfistelhunden ausgefiihrt. 
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Il. Auswertung frischer Hypophysenextrakte. 


Die Driisen wurden sofort nach Entnahme im Schlachthause in 
der Weise verarbeitet, daB je vier Hinterlappen gewogen, mit Quarz- 
sand zerrieben und in 40 cem n/50 N-Salzsiure aufgenommen wurden ; 
nach kurzem Absetzenlassen wurden mit diesem Extrakt Versuche 
angestellt. Das Gewicht der vier Hinterlappen schwankte zwischen 
1.0 ¢ und 2,0 g, so daB durchschnittlich pro Hinterlappen 0,25 bis 0,5 g 


an Gewicht zu rechnen sind. 


Tabelle 11. 


Auswertung frischer Driisenextrakte am Blasenfistelhund. 





Wasser O05 4 
com per os trischer Druse 


002g 0,0025 g 0,000025 g 
250 
2 
4 
16 
37 

38,5 
39 

26.5 
28 
4 


Io 


uw 


yu jo ue ‘or ‘ 


BD OS ONS bee pees es tes tes es es te 
S 


P~ 8D DO Sm OD 


Tabelle 111. 





1 Stunde 1'/, Stunden 
com ecm 


116 
8 


Wasserversuch “_ 
0,000 025 g frische Driise 
0,000 25 2 - = 12 

0,0025 2 S ve 12.5 


0,02 ¢ . . j 9 


am 
NaG 
or 


~~ 
- 


Wie die angefiihrte Tabelle zeigt, tritt eine volle Hemmung der 
Diurese an einem 10 kg schweren Hunde noch mit !/ 9) cem des obigen 
frischen Driisenextraktes, entsprechend 0,00025 g frischer Driise, ein. 
Dieses Extrakt ist als ein besonders wirksames anzusehen, andere in 
gleicher Weise hergestellte Extrakte ergaben wohl Werte derselben 
GréBenordnung, aber um das Zwei- bis Dreifache héher, so daB man 
annehmen muB, daB Mengen von 0,25 bis 0,75 mg frischer Driise anti- 
diuretisch zu wirken imstande sind. Berechnet man, daB die frische 
Driise etwa 80 bis 84 Proz. Wasser bei der Trocknung verliert, so ist 
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der Wirkungswert der getrockneten Driise auf etwa 0,05 bis 0.15 mg 


zu veranschlagen. 
Versuche, die iiber die Widerstandsfahigkeit dieser Driisenextrakte 
gegen Kochen in saurer Lésung AufschluB ergeben sollten, haben gezeigt. 


daB Lésungen, die mit ', Proz. HCl hergestellt worden waren, selbst 
eine halhe Stunde lang iiber freier Flamme unter RiickfluBkiihler gekocht 
werden kénnen, ohne ihre antidiuretische Wirkung einzubiiben. 


Ill. Auswertung des Végtlinschen Standardpriiparates'). 


Zur Untersuchung gelangten zweierlei, in zugeschmolzenen Réhrehen 
gehaltene Proben: L, und K,. Die Wirkung dieser Trockenpriparate 
wurde im Oktober 1923, Februar 1924 und Dezember 1924 gepriift, 
wobei sich keinerlei Abnahme der Starke in bezug auf die antidiuretische 
Wirkung feststellen lie}: die Praparate sind daher als auBerordentlich 
konstante und somit ausgezeichnete Standardpraparate anzusehen. 
Die Priaparate wurden der Vorschrift geimaiB in der Weise behandelt, 
daB 10 mg der Trockensubstanz in 10 cem '/, proz. Essigsiiure gelést, 
die Lésung gekocht und filtriert wurde: | ccm dieser Lésung entspricht 
| mg Trockensubstanz. 

Tabelle IV. 


Testpriparat Kg. Testpraparat L,. 





1 Stunde 1!» Stunden 1 Stunde 1! /, Stunden 
ccm ccm cm com 


Hund 2. Hund 6. 
Wasser (250 ccm) Wasser (250 ccm) 58 164 
0,0005 g Ky 0,0025 ¢ Ly 10,3 11,6 
0,0005 g Ly 11,8 15,3 
a 0,00025 ¢ L, 17,5 24 
= 0,0001 ¢ L, 13.5 22 
Wasser (250 ccm) “4 ~ 
0,000l ¢ K, Hund 7. 
0,0002 ¢ K, Wasser (250cem) 80 133 
0,001 ¢ K, 0.0001 g L, il 
Hund 2. 


Wasser (250 ccm) 81 





Aus der Tabelle IV und den Abb. 2 und 3 ergibt sich, daB die 
beiden Standardpriparate in ihrer Wirkung ein wenig abweichen, 
indem das Priparat K, sich 3 bis 10mal schwicher erweist als das 
Praparat L,. Vergleicht man die mit den Standardpraparaten erhaltenen 


') Siehe Smith und Mc Klosky, United States Public Health-Service, 
Reprint S822. 
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Werte mit denen, welche bei Verwendung frischer Driisenextrakte 
erreicht wurden, so ergibt sich eine gute Ubereinstimmung des anti- 
diuretischen Wirkungswertes zwischen dem Trockenpraparate L, und 


unserem frischen Driisenextrakt. 


~ 


l 


und 















































tung Mund 1 
Abb. 2. Abb. 3. 


Diuresehemmende Wirkung der | égtlin schen Testpriparate K, und L» 


IV. Auswertung von Handelspriparaten. 


Gepriift wurden im Handel befindliche Praparate belgischer, 
deutscher,englischer, franzésischer ,ésterreichischer , tschecho-slovakischer 
und ungarischer Herkunft '). Die belgischen und franzésischen Priaparate 
verdanken wir der grofen Liebenswiirdigkeit des Herrn Professor 
C. Heymans. Die Auswertung ein und desselben Praparates wurde so- 
wohl am gleichen Tiere wie auch vergleichsweise an verschiedenen Tieren 
(insgesamt sieben Hunden) vorgenommen. Als wirksamer Grenzwert 
wurde jene Menge des Priiparates angenommen, welche imstande war, 
die normale Wasserdiurese innerhalb 1! Stunden mindestens auf 
20 Proz. ihres normalen Wertes herabzudriicken. Als Beispiele fiir die 
Auswertung geben wir die Protokoile dreier Versuchsserien von drei 
verschiedenen Praparaten (Pituglandol, Hypophen, Post-Hypophyse) 


wieder. 


') Zur Untersuchung gelangten die folgenden Praparate: 1. Pituitrin 
Parke & Davis; 2. Post-Hypophyse E.Choay, Paris; 3. Endocrisines 
Fournier, Paris; 4. Ampoules Vesales Pharma Bruxelles; 5. Pituglandol 
Roche; 6. Hypophen Gehe; 7. Coluitrin Freund & Redlich; 8. Pituisan 
Sanabo, Wien; 9. Glanduitrin Richter, Budapest; 10. Pituitrin Heisler, 
Chrast; 11. Pituin Chem. pharm. Werke, Graz. 





Hypophysenextrakte. 


Tabelle V. 





itornmene Harnmenge 
nach 1!/, Std. nach |» Std 


com com 


1. Pituglandolauswertung. 2. ., Post-Hypophyse*-Choay- 


Wasserversuch . . Auswertung. 


0,03 cem Pituglandol . Wasser (250 cem). . 155 
0.05 = bs 0,005 com Choay . . 99 
oe : ‘ 001, hth 4 
O4 = 0,03 5 6 
0.05 ihe dig 3 
Wasserversuch .... 0.2 “ ; 4 
0.1 cem Pituglandol 
O15 . * 

02 . ra : Wasser (250 cem). . 155 
O38 . a : 0,1 com Hypophen . 93 
0.25 . ‘ 67 


3. Hypophen- Gehe- Auswertung. 


> 55 





Die Ergebnisse der Versuche sind aus folgender Tabelle zu ersehen : 





mg frischer Drise in 1 ccm mg frischer Driise in 1 com 


Praparat Praparat 
angeblich tatsachlich angeblich tatsachlich 


125 “ < 200 
250 0 200) 
200 05 I 200 
250 1,25 125 
250 16 ane 





Bei der Durchsicht fallt vor allem die héchst mangelhafte Uber- 
einstimmung der experimentell bestimmten Wirkungswerte mit den 
von den Herstellern verzeichneten auf. Die gleiche Erfahrung hat auch 
Trendelenbusg bei Benutzung der Uterusmethode gemacht (Klin. 
Wochenschr., IV. Bd., Nr. 1, 8. 9); insofern von ihm und uns Priaparate 
gleicher Herkunft untersucht worden sind, zeigt sich eine durchaus 
befriedigende Ubereinstimmung der mit den zwei verschiedenen Me- 
thoden gewonnenen Ergebnisse. Auch uns erwiesen sich nahezu in der 
gleichen GréBenordnung wie Trendelenburg am wirkungsvollsten die 
Praparate: Parke-Davis, Choay und dann in weitem Abstande Pitu- 
glandol, Pituisan und Hypophen. Auch aus dieser Zusammenstellung 
geht hervor, wie ungemein wichtig die biologische Standardisierung der 
Hypophysenextrakte ist. Der in vielen Fallen auffallende Widerspruch 
zwischen den experimentell gefundenen Werten mit den angegebenen 
nétigt zu der Annahme, daB unbekannte und bisher zu wenig beriick- 
sichtigte Umstande die Haltbarkeit der Priparate ungiinstig beeinflussen. 
Wabhrscheinlich spielt hierbei sowohl der EiweiBgehalt als auch das 
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Alter der Priparate sowie ihre Reaktion eine wesentliche Rolle. Zu 
beriicksichtigen wire ferner die Tatsache, daB manche Glassorten bei 
langerem Lagern Alkali an die Fliissigkeit abgeben. 


V. Vergleich der antidiuretischen mit der oxytocischen Substanz. 

Es liegt im Wesen aller Untersuchungsmethoden, welche an isolierten 
Organen angestellt werden, daB sie schon mit viel kleineren Mengen arbeiten 
als jene, welche das ganze lebende Tier als Priifungsobjekt verwenden. 
Ganz besonders gilt dies fiir die Priifungsmethode der Hypophysen- 
priparate am tiberlebenden Meerschweinchenuterus. Vergleicht man 
die Mengen, welche am lebenden Hunde oder Kaninchen angewendet 
werden miissen, um Hemmung der Diurese zu erzielen, mit jenen, welche 
eben noch imstande sind, eine Uteruskontraktion herbeizufiihren, so 
findet man, daB im Durchschnitt der isolierte Uterus bereits auf eine 
100fach geringere Konzentration mit einer Kontraktion reagiert als 
das lebende Tier mit Diuresehemmung. Es ist daher natiirlich, daB 
schwach wirksame Praparate, welche keine Hemmung der Diurese 
mehr bewirken, noch immer in entsprechender Konzentration Uterus- 
kontraktionen auslésen kénnen. Der Vergleich der Empfindlichkeit 
der Diurese- mit der Uterusmethode, welch letztere nach den Vor- 
schriften von Trendelenburg und Borgmann, sowie Burn und Dale aus- 
gefiihrt wurde, an verschiedenen Handelspriparaten ergab, daB alle 
Priparate, welche keinen oder nur einen geringen antidiuretischen 
Effekt aufwiesen, auch am Uterus nur in sehr hoher Konzentration 
wirksam sind. So erwiesen sich die Praparate ,,A“ und ,,B* nur in 
Mengen von 0,1 cem auf ein 12 cem fassendes Bad wirksam, wihrend z. B. 
von ,,C** 0,05 cem und von dem hoch wirksamen ,,K“ bereits 0,0001 cem 
den gleichen Effekt hervorbrachten. Es scheint daraus hervorzugehen, 
daB die mit der Uterusmethode gewonnenen Ergebnisse mit jenen 
der Diuresemethode gleichsinnig verlaufen, bzw. daB die oxytocische 
mit der antidiuretischen Fahigkeit parallel geht. Hieraus wiirde 
sich des weiteren ergeben, daB die quantitativ ausgearbeitete Uterus- 
methode geeignet ist, Aufschlu8 tiber das oxytocische und damit 
gleichzeitig auch tiber das antidiuretische Vermégen eines Hypophysen- 


priparates zu geben '). 


Zusammenfassung. 


I. Die Wirkungsstarke von Hypophysenpraparaten laBt sich durch 
Feststellung ihrer antidiuretischen Eigenschaften quantitativ bestimmen. 


1) Uber das Zusammengehen der oxytocischen, antidiuretischen und 
pressorischen Fahigkeit von Hypophysenextrakten haben bereits E. Leyko 
und H. Sikorski 1923 aus dem pharmakologischen Institut von Prof. 
Modrakowski in Warschau berichtet. 
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Da die antidiuretische Fahigkeit gleichsinnig mit den oxytocischen 
Eigenschaften verlauft, lassen sich die so gewonnenen Resultate zur 
Beurteilung beider therapeutisch wichtigen Eigenschaften verwerten. 

Il. Die empfindlichste Methode, die Diuresehemmung festzustellen, 
ist die am Blasenfistelhund; sie gestattet auch, aus dem Verlauf der 
Diuresekurve Verunreinigungen der Hypophysenpraparate mit Adre- 
nalin oder Histamin zu erkennen. Als eine zweite, weniger empfindliche, 
aber unter den beschriebenen VorsichtsmaBregeln durchaus brauchbare 
Methode kann auch die Auswertung der Diuresehemmung an Kaninchen 
ausgefiihrt werden. Ein groBer Vorteil bei Verwendung von Blasen- 
fistelhunden liegt in der Einfachheit der Beobachtung und der be- 
quemen Ablesung. 

IIl. Als Standardpriparat, mit welchem zweckmaBig die iibrigen 
Priparate verglichen werden kénnen, bewahrt sich in ausgezeichneter 
Weise das Vogtlinsche Aceton-Trockenpraparat. 

IV. Die mit der Uterusmethode gefundenen Werte stimmen mit 
den mittels Diuresehemmung gewonnenen iiberein; die nach den Vor- 
schriften von Trendelenburg und Borgmann, und Burn und Dale aus- 
gefiihrte Uterusmethode unterscheidet sich nur in ihrer Empfindlichkeit 
insofern von der Methode der Diuresehemmung, als der isolierte Uterus 
bereits auf viel kleinere Konzentrationen reagiert als die lebenden Ver- 
suchstiere. 

V. Es wird gezeigt, daB die verschiedenen Handelspriparate im 
weitesten AusmaB auch in bezug auf die antidiuretischen Fahigkeiten 
Unterschiede aufweisen, wie sie ahnlich von Trendelenburg auch be- 
ziglich der oxytocischen gezeigt wurden. Da erfahrungsgemaB sowohl 
das Alter als auch der EiweiBgehalt und Sauregrad der Praparate 
fiir die Instabilitét derselben haiufig maBgebend sind, wiirde es sich 
empfehlen: 1. Das Datum der Einfiillung in ahnlicher Weise wie bei 
Heilseren jeweils auf den Ampullen kenntlich zu machen und 2. den 
Eiweibgehalt der Priparate zu kontrollieren; Praparate, die langstens 
ein Jahr im Verkehr sind, sollten nur nach neuerlicher Uberpriifung 
zum Verbrauch zugelassen werden, solche, die koagulables Eiweib 
oder einen erheblichen Albumosengehalt aufweisen, waren vom 
Verkehr auszuschlieBen. AuBerdem waren die Erzeuger zu verhalten, 
um die nétige schwach saure (pq 3—4) Reaktion der Lésungen zu 
gewahrleisten, Hypophysenpriparate ausschlieBlich in Hartglas. 
Ampullen zu _ verfiillen, wie dies auch schon anderweitig (Dale) ge- 
fordert worden ist. 





a ene 





Cholesterinuntersuchungen bei Bleivergiftung. 


Von 


Kretsehmer und Frieder. 
(Aus der IIT. medizinischen Universitatsklinik Berlia.) 


(Eingegangen am 6. August 1925.) 


In einer Arbeit ,,.Uber Blutuntersuchungen bei Bleiarbeitern“ hat 
der eine von uns der Ansicht Ausdruck gegeben, die basophile Punk- 
tierung der Erythrocyten bei der chronischen Bleivergiftung habe 
wahrscheinlich ihre Ursache in der quantitativen Verinderung des 
iweiBlipoidgemisches der Erythrocytenhiille und veranderten kolloid- 
chemischen Bindung zwischen dem Eiwei8 und den Lipoiden der Hiille 
der roten Blutkérperchen. Zum Beweis dieser These ist in erster Linie 
die Feststellung des Lipoidgehaltes des Blutes bei Bleikranken notwendig. 
Untersuchungen dariiber lagen bis vor kurzem noch nicht vor. Eigene 
Untersuchungen haben sich durch auBere Umstande bis jetzt verzégert. 
Als erste Arbeit iiber den Cholesteringehalt bei Bleivergiftung ist eine 
Abhandlung von Cerasoli erschienen iiber Cholesterinimie bei der 
akuten und chronischen Bleivergiftung. Cerasoli bestimmte den Chol- 
esteringehalt des Blutserums und fand bei der akuten Vergiftung (Blei- 
kolik) den Cholesteringehalt herabgesetzt, bei chronischer (Bleinephtitis) 
stark erhéht. Bei akuter experimenteller Bleivergiftung bei Hunden 
war der Cholesteringehalt bei kleinen Dosen anfanglich vermehrt, bei 
Steigerung der Dosen vermindert. Diese Verinderungen erkliart Cerasoli 
mit einer funktionellen Insuffizienz der Leberzellen durch das Blei, 
welche den Abbau des Cholesteringehaltes zu Gallensiuren verhindert 
und so zu Hypercholesterinamie fihrt. 

Wir haben uns zunachst auch mit der Cholesterinbestimmung des 
Blutes und Blutserums beschaftigt. Die Bestimmungen nahmen wir 
nach der Methode von Lichtenthaeler vor. 

2cem Blut bzw. Serum werden mit 20ccem einer 25proz. Kalium- 
hydrosulfidlésung in einem Erlenmeyerkolben im Wasserbade 2 bis 3 Stunden 
gekocht. Nach dem Erkalten wird die verseifte Substanz in einem Scheide- 
trichter viermal mit je 25 cem Chloroform und mit '/,, Volumen wasser- 
freien Natriumsulfits unter 5 Minuten langem Schiitteln extrahiert. Die 
vereinten Chloroformausziige werden drei- bis viermal mit Wasser gewaschen. 
Die Chloroformlésung wird in einem MeBkolben auf 100 ccm aufgefiillt. 
Von der gut umgeschiittelten Lésung pipettiert man 10 cem in einen kieinen 
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Kolben, setzt 4ccm Essigsiureanhydrid und 0,2 cem konzentrierter Schwefel 
siure hinzu und stellt die Mischung an einen dunklen Ort in ein Wasserbad 
von 32°. Nach 15 Minuten erfolgt die Bestimmung des Cholesterins im 
Kolorimeter. Wir benutzten zur kolorimetrischen Bestimmung einen 
geeichten Keil der Firma Hellige-Freiburg. 

Normales Blutserum enthalt nach den bisher vorliegenden Be- 
stimmungen 0,150 mg bis 0,180 mg-Proz.. Cholesterin, Gesamtblut 
0,140 mg bis 0,170 mg-Proz. Cholesterin. 

Wir haben neben unseren Fallen von chronischer Bleivergiftung 
bei einer gréBeren Zahl Gesunder und anderer Krankheiten sowohl 
den Cholesteringehalt des Blutserums wie des Gesamtblutes bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle enthalten. 





r 


Cholesteringehalt in 100 ccm in mg 


Nr Name Krankheit 
Gesamtblut Blutserum 
] Bl. a ae ee 0,148 0,188 
2 Ww. Dystrophia adiposo-genitalis — . 0,188 0,184 
3 F. NE is ke eo Af 0,126 0,134 
4 L. Driisentuberkulose ...... 0,138 0,178 
5 K. NG er ee ee 0,138 0,164 
6 dD. a ee ee ee 0,132 0,186 
7 M. der ee ee a ee ae 0,164 0,172 
8 B. Bronchial-Carcinom ..... 0,144 0,160 
9 G. I ak ha Ves a ott 4 0,158 0,220 
l L. Chron. Bleivergiftung ... .. 0,172 0,132 
2 P. ss " i oa 0,142 0,118 
3 G - ms » ‘a vera ie 0,190 0,148 
4 R. e - . we bie 0,192 0,154 
?. . « (2. Unters.) 0,152 0.148 

nach 2 Monaten 

5 Ro. Chron. Bleivergiftung..... 0,186 0,164 
6 Schw. 2 a ke 0,138 0,120 
7 Kr. ti ef ce ats OSS 0,126 0.116 
8 z. ao " yi the a 0.174 0.130 
9 S. a a here 0,200 0,182 
10 Ki. - A oe ke a 0,148 0,120 
1] S. - bs a Seem oes 0,174 0,142 
12 Ww. " ss poe, Wate a 0,152 0,140 
13 M. - . a ae 0,154 0,136 


Nach unseren Ergebnissen ist der Cholesteringehalt bei den unter- 
suchten Normalfillen wie bei verschiedenen Erkrankungen innerhalb 
der Durchschnittsgrenzen, mit Ausnahme von Fall 2, wo im Gesamt- 
blut, und Fall 9, wo im Serum der Cholesteringehalt erhéht gefunden 
wurde. Bei den Fallen von chronischer Bleivergiftung fanden wir 
dagegen den Cholesteringehalt im Serum sowohl wie im Gesamtblut 
stark schwankend, im Serum zum Teil unternormal, sonst in den 
normalen Grenzen, beim Gesamtgehalt dagegen zum Teil stark erhéht 
(Fall 3, 4, 5, 9). Was dagegen beim Vergleich der Bleifille mit den 
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Kontrollfallen auffallt, ist die regelmaBige Umkehrung des Verhaltnisses 
Serum zu Gesamtblut. Wahrend bei den Bleifillen durchweg der 
Cholesteringehalt des Gesamtblutes héher als der des Serums ist, fanden 
wir bei allen Kontrollfillen, mit Ausnahme von Fall 2 das umgekehrte 
Verhiltnis, wie es auch den oben angegebenen Durchschnittszahlen 
entspricht. Diese Vermehrung des Cholesteringehalts im Gesamtblut 
gegeniiber dem Serum spricht dafiir, daB der Cholesteringehalt der 
Blutkérperchen, und zwar vornehmlich der roten gegentiber der Norm 
vermehrt ist, da der Cholesteringehalt der Leucocyten bei ihrer prozen- 
tual geringen Zahl keinen derartig groBen Ausschlag ergeben kann. 

Wenn wir den Cholesteringehalt des Serums nie erhéht fanden, 
wie Cerasoli, so liegt dies wohl daran, daB dieser Fille von Bleikolik 
als akute Bleivergiftung rechnete, bei denen er ebenfalls Verminderung 
des Cholesteringehaltes fand. 

Falle von Bleinephritis hatten wir nicht Gelegenheit zu unter- 
suchen. 

Wir haben ferner noch bei zwei experimentell mit Blei vergifteten 
Hunden Cholesteringehalt von Blut und Serum untersucht. 

Der eine Hund hatte vor der Vergiftung im Blute 0,278 mg-Proz., 
im Serum 0,298 mg-Proz. Cholesterin, nach Einspritzung von insgesamt 
5,0 g Pb im Blute 0,298 mg-Proz., im Serum 0,160 mg-Proz. Cholesterin. 
Der andere Hund hatte nach Einspritzung von 2,0g Pb im Blute 
0,117 mg-Proz., im Serum 0,115 mg-Proz. Cholesterin. Dieser letztere 
wurde vorher leider nicht untersucht. 

Auch bei dem ersten Hunde zeigte sich bei akuter Bleivergiftung 
eine starke Herabsetzung des Cholesteringehaltes des Serums, dagegen 
ein Anstieg im Gesamtblut, der allerdings verhaltnismaBig gering ist. 
Auch die Umkehrung des Verhaltnisses Cholesteringehalt des Serums 
zu dem des Gesamtblutes ist sehr deutlich; bei dem anderen Hunde 
war diese Umkehrung nicht deutlich. Weitere experimentelle Unter- 
suchungen bei Hunden sind noch im Gange. 


Zusammenfassung. 

Bei Untersuchungen des Cholesteringehaltes bei Bleivergiftung fand 
sich der Cholesteringehalt des Serums gegeniiber der Norm zum Teil 
herabgesetzt, im Gesamtblut erhéht. Wahrend normal der Cholesterin- 
gehalt des Serums héher ist als der des Gesamtblutes, fand sich bei 
Bleiarbeitern stets das umgekehrte Verhaltnis. 


Literatur. 
Cerasoli, La clinica med. italiana, Jahrg.55, Nr. 11 (nach Referat 
Miinch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 12); Kregschmer, Deutsch. med. Wochen- 
schrift 1924, Nr. 41. ’ 
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Zur Bestimmung 
der freien Ca-lonen nach Brinkmann und van Dam. 


Von 
Hans Schulten'). 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 6. August 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Jahre 1919 ist von Brinkmann und van Dam?) eine Methode 
angegeben worden, mit der die Verfasser glauben, die Menge freier 
Ca-Ionen in Salzlésungen bestimmen zu kénnen. Die Methode enthalt, 
wie nachher nachgewiesen werden soll, einen grundsatzlichen Fehler, 
auf den meines Wissens in der Literatur noch nicht hingewiesen worden 
ist; im Gegenteil findet man sie auch noch in neuveren Arbeiten an- 
gewandt*) 4)5)*). Das Prinzip der Methode ist folgendes: In einem 
Reihenversuch werden gleiche Mengen der zu untersuchenden Flissigkeit 
mit steigenden Konzentrationen Na-Oxalat versetzt; von einer gewissen 
Konzentration an zeigt sich dann nach einiger Zeit eine leichte Triibung 
von ausgefallenem Ca-Oxalat. Die Verfasser nehmen nun an, dab in 
diesem Reagenzglas das Léslichkeitsprodukt (L. P.) des Ca-Oxalats 
eben iiberschritten ist. Sie kennen nun in dieser Lisung die Menge 
der Oxalat-Ionen und glauben aus einem Vorversuch auch das L. P. 
des Ca-Oxalats zu kennen; daraus miiBte man natiirlich die Ca-lonen- 
konzentration der fraglichen Lésung berechnen kénnen. Die sicher 
geringe Veranderung der Ca-Ionisation durch die fremden lonen darf 
man dabei wohl vernachlissigen. Die Verfasser geben selbst an, wo 
die Schwierigkeit der Methode liegt: Man mu8 unter allen Umstanden 


1) Die Untersuchungen wurden mit Hilfe einer Rockefeller-Stiftung 


ausgefiihrt. 
2) Proc. Kon. van Wetensch. Amsterdam 82, 7 und 8. 
) Hamburger, Ergebn. d. Physiol, 28, 115, 1924. 
*) Behrendt, Monatsschr. f. Kinderheilk. 27, 458, 1924. 
‘) Pulay, Dermatol. Wochenschr. 4, 1923. 
*) Budde wnd Freudenberg, Klin. Wochenschr. 1924, 8S. 232. 
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die Entstehung iibersittigter Lésungen vermeiden. Sie glauben, das 
dadurch erreichen zu kénnen, daB sie das Na-Oxalat in Substanz zu- 
setzen; natiirlich bildet sich dann beim Auflésen zunachst eine Zone. 
in der ein betrachtlicher UberschuB von Oxalat-lonen herrscht, die das 
Ausfallen von Ca-Oxalat begiinstigen. Und tatsichlich fanden die 
Autoren — und wir haben dieselbe Erfahrung gemacht —, daB bei 
diesem Vorgehen die Triibung hiufig schon bei einer geringeren Oxalat- 
konzentration eintritt; aber eine grundsitzliche Verhiitung der Ent- 
stehung iibersittigter Lésungen ist so nicht zu erreichen. 

Das L. P. des Ca-Oxalats bestimmten die Verfasser auf folgende 
Weise: 

Zu einer stark verdiinnten Ca-Chloridlésung, in der man also ohne 
groBen Fehler die Ca-lonenkonzentration gleich der Konzentration des 
Salzes setzen kann, setzten sie im Reihenversuch steigende Mengen Na- 
Oxalat und lasen nach einer halben Stunde die erste Triibung ab. Sie 
kamen hierbei auf den Wert L. P. = 0,056 (bei Berechnung der Konzen- 
trationen in Millimol). In den gleichen Lésungen maBen sie die Leitfahigkeit, 
die in den ungetriibten natiirlich gleichmaBig mit dem Steigen der zugesetzten 
Ionen anstieg; vom Beginn der Triibung an vermehrte sich die Leitfahigckeit 
nur noch etwa halb so schnell, was nach der Rechnung der Verfasser durch 
den Zusammentritt der Ionen zu Molekiilen quantitativ erklart wird. Bei 
diesen Leitfahigkeitsbestimmungen glauben sie sogar die VorsichtsmaB- 
regel des Zusetzens des Na-Oxalats in Substanz entbehren zu kénnen, da 
eine Ubersittigung nicht zu fiirchten sei. Offenbar sind sie der Ansicht, 
daB beim Uberschreiten des L. P. die iiberzahligen Ionen zu Molekiilen 
zusammentriaten, auch wenn diese sich noch in tibersattigter Lésung hielten ; 
Kohlrausch') hat aber bekanntlich nachgewiesen, da8 bei graphischer 
Aufzeichnung der Leitfahigkeiten von Lésungen eines Salzes in steigender 
Konzentration die so gewonnene Kurve beim Uberschreiten des Sattigungs- 
punktes keinen Knick zeigt, sondern in der alten RegelmaBigkeit weiter 
steigt. Daraus nun, da® sie mit zwei anscheinend voneinander unab- 
hangigen Methoden (Triibung und Leitfahigkeit) denselben Wert bekommen, 
ziehen die Autoren den Schlu®B, daB er mit Sicherheit richtig sei, iibersehen 
aber, daB beide denselben Fehler haben. 


Aus diesen theoretischen Uberlegungen heraus glaubten wir uns 
bei der Bedeutung des Verfahrens berechtigt, seine Richtigkeit nach- 
zupriifen. Es versteht sich, daB wir uns bei den eigenen Untersuchungen 
genau an die Vorschriften der Arbeit hielten. 

Die Triibung setzte in unseren Versuchen bei derselben Konzen- 
tration ein, doch zeigte sich, da®B sie sich fast stets in den nachsten 
Stunden noch verstarkte, in seltenen Fallen auch noch auf verdiinntere 
Lésungen iibergriff. Ebenso nahm die Leitfaihigkeit noch ab. Daher 
wurde spiter stets erst nach 5 Stunden abgelesen. Als nun nach dieser 
Zeit die Leitfihigkeit gemessen wurde (s. Versuch 1), ergab sich, dab 
in den getriibten Lésungen die Werte unter die in den verdiinnteren, 


‘ 
1) Kohlrausch, Ges. Abh. 2, 147. 
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aber klar gebliebenen erreichte Héhe sanken. Diese Erscheinung ist 
kaum anders zu erkliren, wie, daB in den Lésungen, die in der Reihe 
vor den getriibten standen, fiir Ca-Oxalat Ubersittigung herrscht. Der 
einzig sichere Weg, diese zu vermeiden, ist bekanntlich der, von einer 
Lésung mit Bodenkérper des betreffenden Salzes auszugehen. Aus 
diesem Grunde setzten wir nun eine Versuchsreihe in der Weise an 
(s. Versuch 2), daB wir zu den gleichen Mengen Na-Oxalat erst nur wenig 
von der Ca-Chloridlésung zugaben, so daB fiir diese Lésung das L. P. 
unter allen Umstinden weit iiberschritten war und Ca-Oxalat ausfiel. 
Wenn das nach einigen Minuten eingetreten war, wurden diese Gliser 
mit der CaCl,-Lésung so weit aufgefiillt, daB sie dieselben Salzkonzen- 
trationen enthielten wie eine Reihe, in der zu denselbén Mengen Na- 
Oxalat gleich die ganze Menge Ca-Chloridlésung gegeben worden war. 
In den beiden Reihen war also nur die Art der Fiillung, nicht die Zu- 
sammensetzung verschieden. In einem Teile der Réhrchen der Reihe | 
léste sich der Niederschlag wieder, in anderen aber blieb er bestehen, 
und zwar auch in solchen, die das Brinkmannsche ,.L. P.“‘ weit unter- 
schritten. Auch nach 14 Tagen und haufigem Aufschiitteln trat keine 
vollige Klarung ein. Wir wagen nicht, eine bestimmte Zahl als L. P. 
anzugeben, da, wie ein einfacher Uberschlag zeigt, es sich bei diesen 
Verdiinnungen um so minimale Triibungen (*/199 bis '/ ;999 mm!) handelt 
daB wenigstens mit den uns zur Verfiigung stehenden Hilfsmitteln — 
dem zur Ablesung des Tyndalphainomens tiblichen Kasten — das erste 
Auftreten der Triibung nicht hinreichend genau bestimmt werden 
kann. Das L. P. liegt aber wohl sicher unter 0,02. Es scheint uns 
jedoch hier ein Weg zu liegen, die Brinkmannsche Idee der Bestimmung 
der Ionenmenge mit Hilfe des L. P. fruchtbar zu machen. Wenn es 
gelingt, diese Triibungen deutlich zu machen und das L. P. des Ca- 
Oxalats gefunden ist, kann es keine Schwierigkeiten bereiten, die 
Ca-lonenkonzentration in einer Lésung zu finden. Der gegebene Weg 
diirfte der sein, eine kleine bekannte Menge Na-Oxalat mit der zu 
untersuchenden Lésung bis zum Verschwinden der Triibung zu titrieren, 
wobei natiirlich durch Schiitteln und Warten dafiir zu sorgen ist, dab 
die Fliissigkeit stets gesittigt ist. Statt bis zum Verschwinden der 
Triibung kénnte man noch eleganter bis zum Auftreten des Knicks in 
der Leitfahigkeitskurve titrieren; leider reicht die Genauigkeit dieser 
Methode einstweilen bei weitem nicht hierzu. 

Den Vorwurf, daB es sich in dem oben geschilderten Versuch um 
ungesiittigte Lésungen gehandelt habe, gelang es uns durch folgende 
Anordnung zu entkraften (Versuch 3). Aus einem Réhrchen der Reihe | 
(Versuch 2), das deutlich getriibt war, gaben wir 0,01 in dasjenige Glas 
der Reihe 2, das dieselbe Zusammensetzung hatte, aber klar geblieben 
war. Diese geringe Menge verursachte in der gleichen Menge reiner 
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Ca-Chloridlésung (Glas 5) auch nicht die leiseste nachweisbare Triibung, 
wihrend in dem so geimpften Réhrchen der Reihe 2 eine ebenso 
starke Triibung auftrat wie in dem Glase aus Reihe 1, allerdings 
erst nach zwei- bis dreimal 24 Stunden, ein Zeichen, wie stabil diese 
Lésungen doch sind. Damit diirfte der Beweis gefiihrt sein, daB 
Brinkmann und van Dam bei ihrer Methode mit iibersdttigten Lésungen 
gearbeitet haben, wozu ja auch gerade die Salze mit zwei mehr- 
wertigen lonen einen besondere Neigung haben sollen'). 

Ubrigens ist auch schon, wie die Verfasser auch angeben, bereits 
von anderer Seite versucht worden, die Léslichkeit des Ca-Oxalats zu 
bestimmen. Herz und Muhs*) fanden auf analytischem Wege einen 
Wert, der dem Brinkmannschen sehr nahe kommt. Dagegen gibt 
Kohlrausch*) aus Leitfahigkeitsmessungen eine Léslichkeit von 0,092 mg 
Aquivalent im Liter an, was einem L. P. von 0,0019 fiir Millimo! 
entspricht; Autor und Methode geben eine ziemliche Gewahr, dab die 
Zahl annihernd stimmt. Nach unseren Untersuchungen ist er jeden- 
falls eher richtig wie die fiinfzigmal gréBere der Verfasser. 

Zu erklaren bleibt noch die merkwiirdige Konstanz des. Wertes 
0,056, die ja auch durch unsere Untersuchungen bestiatigt wurde. Dab 
das wahre L. P. viel kleiner ist, diirfte durch unsere Versuche hin- 
reichend bewiesen sein. Es mu® sich also wohl um die sogenannte 
metastabile Grenze handeln, d.h. den Punkt, unterhalb dessen eine 
Niederschlagsbildung nur durch Impfung mit Kristallen des betreffenden 
Salzes méglich ist, wihrend oberhalb in der labilen Zone dies auch 
durch unspezifische Einfliisse eintritt. Es ist bisher nicht gelungen, bei 
anderen Salzen fiir diese metastabile Grenze einen konstanten Wert 
zu finden*); aber selbst wenn das Ca-Oxalat in reinen Lésungen eine 
Ausnahme machen sollte und sich somit in diesem Falle falscher Wert 
und falsche Methode kompensieren sollten, so haben wir doch keinen 
Beweis dafiir, daB das auch in komplizierteren Salzgemischen oder gar 
in Ultrafiltraten bei Gegenwart von Kolloidresten der Fall ist. Eine 
sichere Methode aber, die erhaltenen Werte nachzupriifen, besitzen wir 
nicht. Die von den Verfassern angefiihrte Ronaformel®) ist doch wohl 
mehr ein Ausdruck dafiir, daB die Ca-lonenkonzentration auch von 
den Mengen anderer gleichzeitig anwesender lonen abhangt, ohne aber 
im Serum absolut richtige Zahlen zu geben ®). 


') Rotmund, Léslichkeit. Leipzig 1907. 

2) Herz und Muhs, Chem. Ber. 36, 4, 3715. 

3) Kohlrausch, Ges. Abh. 2, 524. 

*) Rotmund, |. c. 

5) Rona und Takahashi, diese Zeitschr. 49, 370, 1913. 

6) Siehe auch Maiwe7, ebendaselbst 143, 301, 1922; Budde und Freud. n- 
berg, 1. ¢. 
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Zusammenfassung. 

1. Es wird theoretisch und experimentell nachgewiesen, da 
bei der Ca-lonenbestimmung nach Brinkmann und van Dam iiber- 
sittigte Lésungen entstehen, daB also auf diesem Wege das L. P. nicht 
gefunden werden kann und da’ man bei den Messungen mit einem 
unbekannten und vielleicht sehr wechselnden Fehler rechnen mubB. 

2. Es wird der Weg gezeigt, wie sich dieser Mi®stand beseitigen 
1aBt (Ausgehen von Lésung mit Bodenkérper und Titrieren mit der 
unbekannten Lésung bis zum Verschwinden des Niederschlags). Einst- 
weilen hindern aber technische Schwierigkeiten die Ausfiihrung. 


Versuchsbeispiele. 
Versuch 1 (Leitfahigkeitsmessung). 


Jedes Glas enthalt 10,0, 0,5 mm Ca-Chlorid und au®erdem: 





Glas 1 Glas 2 Glas3 Glas4 Glas 5 | Glas 6 Glas 7 


0,000 0.015 0.03 0,045 006 0.075 0,09 m/80 Na-Ox 
33, ie — 0,00937 0.0187 0.0281 0.0374 0.0468 0.0562 fiir mm 
Triibung .. _ — — = —- _ ++ 
Leitfahigkeit 3656 4008 4042 4052 4394 4381 4045.0 
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Abb. 1. Leitfahigkeitskurve 


Versuch 2. 


Angesetzt am 18. Juni 1925, zuletzt abgelesen am 29. Juni 1925. 





Glas! Glas2 Glas3 Glas4 Glas 5| Glas6 Glas7 Glas 8 


Reihe 1 (allmahlicher Zu- 


satz d.CaCl,-Lésung). — + +4 } + x 
Reihe 2 (gleichzeit. Zusatz 
d, ganzen CaCl,-Lésung — ++ | ++ . — — - 
cem m80 Na-Ox. ... 0,00 02 0.1 0.05 0025 001 0.005 0.002 
0.056 0.0019 
(Bou. v, D.) (Kohlrausch) 
Ca . Ox. (CaCl, je 10,0 
O5mm)....... — 0125 0,062 0.031 0.016 0.006 0.0031 0.001 
In Versuch 2 und 3 bedeuten die - und —-Zeichen den Grad der 
Triibung. 


,* 
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Versuch 3 (Impfung). 


Glas | bis 4 enthalt 10,0, 0,5 mm CaCl, und 0,04 m/80 Na-Oxalat. Ca mal 
Oxalat 0,025. Glas 1 und 2 sind wie Reihe 1 (Versuch 2), Glas 3 und 4 
wie Reihe 2 angesetzt. Glas 5 und 6 sind Kontrollen ohne Oxalat. Nach 
volistandiger Fiillung der Glaser wird 0,01 der getriibten Lésung von 
Glas 1 in Glas 3 und 5 gebracht (Impfung mit Ca-Oxalatkristallen). 





. . Kontrollen 
Glas 1 Glas 2 Glas 3 Glas 4 - —o - 
Glas 5 Glas 6 


lL. VIL. 1925 
(Versuchsbeginn ) 








Uber die Chininverteilung 
im Organismus nach Versuchen an angiostomierten Hunden. 


Von 
L. M. Tehapkewitch. 


(Aus der Abteilung fiir allgemeine Pathologie des Instituts fiir experimentelle 
Medizin, Petrograd.) 


(Eingegangen am 7. August 1925.) — | 


Die umfangreiche Literatur tiber die Fixierung und weitere Ver- 
arbeitung der Alkaloide durch verschiedene Organe weist zahlreiche 
Widerspriiche auf. Dies wird hauptsichlich durch die Mannigfaltigkeit 
und Unvollstandigkeit der Methodik bedingt, die zu diesem Zwecke 
angewandt wurde. 

So schrieben Rothberger und Winterberg'), als sie die unschadlich 
machende Wirkung der Leber studierten, folgendes: ,,Die Literatur iiber 
die entgiftende Funktion der Leber ist reich an Irrtiimern, die durch 
schlechte Versuche entstanden sind“. 

Speziell hinsichtlich des Chinins kann das Gesagte durch eine 
kleine Zusammenstellung der Literaturangaben veranschaulicht werden. 


Nach Giemsa und Schaumann*) fixiert von allen Organen die Leber 
das Chinin im héchsten Grade. Beim Durchleiten einer Chininlésung durch 
die isolierte Leber fand Heger*) im defibrinierten Blute, da®B dieselbe bis 
50 Proz. der hindurchgelassenen Quantitét zuriickhalt mehr als alle 
anderen Organe. Nach Grosser *) ist die Leber imstande, 55 bis 77 Proz 
des hindurchgeleiteten Chinins zu binden und zu zerstéren. Umgekelhrt 
fanden Djatschkoj/*) und Iwano/f*), daB die Leber nur eine geringe Quantitit 
des Chinins absorbiert. Uber die fixierende Tatigkeit der anderen Organe 
sind die Literaturangaben im weiteren schon ganz fragmentarisch und 


1) Arch. intern. de Pharm. et d. Therap. 15, 339, 1905; Wien. klin. 
Wochenschr. 1905, 8. 31. 

*) Arch. f. Schiffskrankheiten usw. 11, Bh. 3, 1907. 

3) Journ. de méd. d. chirurg. et d. pharmac. 65, 1877; C. r. d. l Acad 
90, 1226, 1880. 

*) Diese Zeitschr. 8, H. 1, 1908. 

5) Dissertation St. Petersburg 1907. 

*) Dissertation St. Petersburg 1905. 
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zufallig. Prowaczek') fand am meisten Chinin in der Glandula suprarenalis, 
Giemsa*) in den Nieren eines an Schwarzwasserfieber gestorbenen Kranken 
Cahn-Bronner*) in den Lungen von an Pneumonie verstorbenen Menschen. 

Die experimentelle Ausarbeitung irgend eines Problems durchlauft 
folgerichtige Phasen und vervollkommnet sich allmahlich. Es unter- 
liegt keinem Zweifel, daB eine jede der bisher zur Erforschung der 
genannten Frage angewandten Methoden iiber einen gewissen selb- 
stindigen Wert verfiigt. Trotzdem sind aber alle diese Methoden nicht 
fehlerfrei und entbehren einer strengen Beweisfihigkeit, hauptsiachlich 
deswegen, weil sie nicht unter den physiologischen Bedingungen aus- 
gefiihrt worden sind, unter denen sich der gesamte Organismus oder 
einzelne Organe befinden. Dieses gilt in gleichem MaBe sowohl fiir die 
Untersuchungsmethode mit zerteiltea Organen, mit Extrakten fiir das 
Hindurchieiten der Lésungen durch die isolierten Organe, als auch mit 
Auslésung derselben durch Verbindung der Organe, Anlegung der 
Eckschen Fistel usw. 

Um das Schicksal des in den Organismus eingefiihrten Chinins 
unter den Bedingungen eines vollstandig normalen Zusammenhanges 
der Organe und ihrer Funktionen zu erforschen, haben wir eine Reihe 
von Versuchen an angiostomierten Hunden nach der Methode von 
E.S. London*) angestellt. 

Das Wesentliche der Angiostomiemethode besteht darin, dab man 
die Kaniilen an die blutfiihrenden GefaBe mit Hilfe einiger Operationen 
derart anpaBt, daB sie sich an deren Wande mehr oder weniger senkrecht 
anlehnen. Nach vollstandiger Heilung der Wunden gestatten es die 
iiber den GefaBen der inneren Organe dauerhaft befestigten Kaniilen, 
das Blut zu einem beliebigen Zeitpunkt aus den entsprechenden Ge- 
faBben abzusaugen und deren Gehalt an Versuchssubstanz untereinander 
zu vergleichen. Die Versuchstiere befinden sich hierbei unter voll- 
stindig normalen Bedingungen; sie werden nicht narkotisiert, da 
selbst die Prozedur der Blutentnahme mit der Nadel durch die Kaniile 
vollkkommen schmerzlos ist. 

Die Versuchsanordnung war in allen Fallen die gleiche. In eine 
der peripherischen Venen (V. jugular., V. femoral.) wurde Chinin. 
bimur. (a 0,02 pro Kilogramm) in 50 bis 100 ccm physiologischer Lésung 
eingefiihrt. Nach einem bestimmten Zeitraum — 15, 20 und 30 Minuten 
— wurden gleichzeitig mit dem Aspirationsapparat Blutportionen aus 
der Art. femoral. und durch die Kaniilen aus der Vene der zu unter- 
suchenden Organe abgesaugt. Der Unterschied in der Chininmenge 


') Zitiert nach Woronzof/, Dissertation St. Petersburg 1910. 

*) Arch. f. Schiffs- usw. 12, Bh. 5, 1908. 

*) Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap, 20, H. 2, 1919. 

*) a) Ergebn. d. ges. Med. 6, 1925: b) Handb. d. biol. Arbeitsmeth. 
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dieser Proben diente als Ma® der Fixierung des Alkaloids durch das 
fragliche Organ im gegebenen Augenblick. So ergab die Abnahme 
des Chiningehalts im Blute der V. porta im Vergleich zu der Quantitat 
des Chinins im Arterienblut den Grad der Absorption durch die Wiande 
des Magendarmtraktus, der Konzentrationsunterschied des Chinins im 
Blute der V. porta und der V. hepatica — die Absorption durch die 
Leber —, der Art. femoral. und V. lienalis, die Absorption durch die 
Milz, der Art. femoral. und V. renalis, die Absorption durch die 
Niere usw. 

Das erhaltene Blut wurde durch 2proz. Natr. citric. vor dem Gerinnen 
geschiitzt und sofort der Analyse unterzogen. Das Chinin wurde nach der 
Methode von Giemsa und Schaumann"), jedoch nicht im Serura, sondern 
im reinen Blute bestimmt, was nach Grosser?) und Halberkann*) genauer 
erscheint. 

Das gemessene Volumen des Citratblutes wurde bis auf ein volles 
Volumen mit Aqua dest. verdiinnt, stark alkalisch gemacht und die Mischung 
dreimal im Schiittelapparat energisch im Verlaufe von 1, 34, 4% Stunden, 
jedesmal mit einer neuen fiinffachen Quantitaét Schwefelither geschiittelt. 
Aus den vereinigten Atherextrakten wurde der Ather auf einem elektrischen 
Bade entfernt und der erhaltene Rest in 70proz. Alkohol aufgelést. Die 
Lésung wurde filtriert, der Alkohol abgedampft und der Riickstand unter 
leichtem Erwarmen in | proz. HCl gelést; hierauf wurde die Lésung noch- 
mals filtriert. 

Bei der Untersuchung des Chinins im Blute hat man es mit sehr ge- 
ringen Quantitaéten zu tun. Um das Chinin bis 0,01 mg zu bestimmen, 
haben wir nach Cahn-Bronner*) den nach dem Abdampfen des Alkohols 
erhaltenen Rest in I proz. HCl gelést, deren Menge kleiner war als das 
Ausgangsvolumen des Blutes, jedoch nicht in 1 cem, wie dieser Autor vor- 
schlagt, weil diese Menge einen genauen Vergleich nicht zuléBt, sondern 
in ein Viertel bis ein Fiinftel des urspriinglichen Volumens nach Boecker®). 
Die quantitative Bestimmung erfolgte mit Hilfe einer genau hergestellten 
und immer ex tempore bereiteten Standardlésung, aus einer Reihe von 
Reagenzglasern bestehend, die allmahlich abnehmende Mengen Chinins 
in lproz. HCl innerhalb der Konzentrationen von '/;5 999 bis '/sseq99 ent- 
hielten. Hierauf wurde gleichzeitig in alle Standardglaser und in die Aus- 
ziige aus dem Blute je '/,, Volumen Kaliumquecksilberjodidreagens ein- 
gegossen und ein Vergleich der opaleszierenden Reagenzglaiser bei auf- 
fallendem Lichte auf schwarzem Hintergrunde vorgenommen. CGerade 
die schwachen Chininkonzentrationen geben mit K,HgJ, eine deutliche 
Unterschiedsskala, die einen genauen Vergleich erméglicht, wahrend dies 
bei den konzentrierten Lésungen nicht der Fall ist. 

Die Brauchbarkeit der genannten Methode zur Bestimmung des Chinins 
in Mengen bis 0,01 mg war im voraus durch eine Reihe von Versuchen 
erprobt worden, bei welchen den Blutproben genau abgewogene Quantitaten 


1) le. 
2) Le. 
%) Diese Zeitschr. 95, 1919. 
4) Le. 


-« 


5) Diese Zeitschr. 1920, S. 63. 
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von Chinin unter sorgfaltigem Mischen hinzugefiigt wurden. Eine derartige 
Blutportion wurde nach 6 bis 18stiindigem Aufenthalt im Thermostat 
einer Analyse unterworfen. Die Prozentabnahme des zugesetzten Chinins 
betrug im Durchschnitt 7 Proz., ein Wert, der fiir die angewandte ,,.Mikro- 
methode* als vollkommen befriedigend angesehen werden kann. Anderer- 
seits haben diese Vorversuche gezeigt, daB das Blut an und fiir sich in vitro 
das Chinin selbst bei langdauernder Beriihrung mit demselben nicht ver- 
aindert. Diese Tatsache war bereits friiher durch Rona und Plehn') fest- 
gestellt worden, welche 85 bis 90 Proz. des dem Blute zugefiigten Chinins 
zuriickerhielten, sowie durch Grosser, der 90 bis 92 Proz. wieder erhielt. 

Die Resultate unserer Versuche an Londonschen angiostomierten 
Hunden sind in der nachfolgenden Tabelle wiedergegeben. Es werden 
Mittelwerte in Milligrammprozenten angefiihrt und man muB8 dabei 
beachten, daB sie einen vergleichenden Charakter haben, indem sie 
den Grad der Absorption des Chinins durch ein jedes der genannten 
Organe unter den gleichen Bedingungen anzeigen. Wird das in den 
Organismus eingefiihrte Chinin mit 100 bezeichnet, so erhalt man eine 
ungleiche Fixierung durch die Organe, die hier in einer bestimmten 
Reihenfolge angeordnet sind (siehe die Zahlen in eckigen Klammern 
in der vierten Rubrik). 





Blut aus 


: z 
- L 


Art 
femoral 
Art. 
femoral 
Vena 
lienalis 
Art 
femoral 
Vena 
hepatica 
Art 
femoral 
Vena 
renalis 


Chinin i.mg-Proz. 0, 39 040 036 090 060 040 012 040 O32 
Abnahme... . , 0.04 0,30 0.28 0.08 
Abnahme i. Proz. f 10 {7} 30,3 [21,5) 70 [49] 20 | [28) 
Seiten gies _ Hintere Magendarm: Milz Leber + Magen- Eine Beide 
Extremitat traktus darmtraktus Niere Nieren 


Natiirlich beschrinken sich die Stellen der Fixierung des Chinins 
nicht auf die erwahnten Organe, aber sie sind trotzdem die wichtigsten, 
wenn man die noch nicht geléste Frage nach der Intensitaét der Chinin- 
absorption durch die Lungen beiseite laBt. Leider scheint es bis jetzt 
noch unmdéglich zu sein, mit hinreichender Genauigkeit die fixierende 
Wirkung der Lungen mit Hilfe der Angiostomiemethode festzustellen. 


Cahn-Bronner*) entdeckte in der pneumonischen Lunge des Menschen 
viel Chinin, Boecker*) und Askashi*) fanden in den Lungen von Kaninchen 
und Meerschweinchen mehr Chinin als in der Leber. Durch diese Befunde 
wird das Problem aber noch nicht gelést, denn erstens treten in einer in- 
filtrierten und verdichteten Lunge mit gestérter Blutzirkulation voll- 
kommen andere Bedingungen fiir die Absorption des Chinins auf, und 


') Arch. f. Schiffs- usw. 18, Bh. 6, 1909. 

%) le. 

%) Diese Zeitschr. 130, 1922; Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 99, 1923. 
*) Arch. f. Schiffs- usw. 27, 1923. 
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zweitens kénnen die an Kaninchen und Meerschweinchen erhaltenen 
Resultate nicht ohne weiteres auf die Saéugetiere iibertragen werden. 

Aus den von mir erreichten Ergebnissen lat sich folgendes ent- 
nehmen. Gegenwartig mu6 man als genau erwiesen annehmen, daB das 
Chinin in unverandertem Zustande aus dem Organismus ausgeschieden 
wird, und zwar hauptsichlich mit dem Urin in einer Menge von etwa 
30 Proz. Die Ausscheidung erfolgt bereits einige Minuten nach der 
parenteralen Einfiihrung des Chinins, woraus hervorgeht, daB es zu 
den Nieren transportiert wird und alsdann unverziiglich den Organismus 
mit dem Harn verlaBt. Das Maximum der Chininausscheidung stellt 
sich auf Grund meiner friiheren Definitionen!) bei intravenéser Dar- 
reichung 6 bis 8 Stunden nach dem Einfiihrungsbeginn ein, wenn das 
Chinm aus dem Blute verschwindet und seine Verteilung in den 
Organen beendet ist [Hartmann und Zilla*)]. Falls daher der gréBere 
Teil des Chinins in den tibrigen Organen fixiert worden ist, so kann 
die zu den Nieren gebrachte Menge fast ganzlich ausgeschieden werden. 
Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB beide Nieren bis etwa 30 Proz. des 
durch sie hindurchflieBenden Chinins zuriickhalten, d.h. ebensoviel 
wie mit dem Urin ausgeschieden wird. Mit anderen Worten: Das ge- 
samte von den Nieren absorbierte Chinin wird aus dem Organismus 
volistindig ausgeschieden. Es ist augenscheinlich, daB die Chinin- 
fixation durch die Nieren und diejenige durch die anderen Organe 
einen durchaus verschiedenen Charakter aufweist. Die ersteren halten 
das Chinin in unverandertem Zustande nur fiir den Ausscheidungs- 
prozeB zuriick, letztere absorbieren dasselbe mehr oder weniger dauer- 
haft und zerstéren es nach und nach. 

Die Tabelle zeigt gleichfalls, daB das Chinin maximal von der 
Leber und der Milz zuriickgehalten wird. Dies ist schon deswegen von 
auBerordentlichem Interesse, weil von allen auf die Malariainfektion 
reagierenden Organen gerade diese Organe an erster Stelle stehen, 
indem sie tiber einen am stirksten entwickelten retikulo-endothelialen 
Apparat verfiigen. In diesem Apparat vollzieht sich schon physiologisch 
eine fortwihrende Zerstérung der alternden und abgeschwichten 
Erythrocyten, zu denen zweifellos auch die von den Plasmodien in- 
fizierten gehéren. Man kann jedoch viele Beispiele dafiir anfiihren, 
daB in nicht geheilten Fallen die Zellen des hepato-lienalen, retikulo- 
endothelialen Apparats nach erfolgter Phagocytose und Himolyse der 
Erythrocyten auberstande erscheinen, die Parasiten vollkommen un- 
schidlich zu machen. Wiahrend der Malaria bleiben bekanntlich die 
Leber und die Milz in vergréBertem Zustande, es tritt eine Andmie 


1) Ekater. med. Journ. 3 bis 5, 1924. 
*) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 83, 1918. 
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auf. Gleichzeitig gelingt es, in der latenten Periode der Kvrankheit 
mit Hilfe einer Funktion dieser Organe die Anwesenheit von Parasiten 
in denselben nachzuweisen, wihrend sie im Blute gar nicht aufgefunden 
werden kénnen. Mit anderen Worten: Der Untergang der E-ythrocyten 
volizieht sich von selbst und sogar in erhéhtem Grade, ohne dab dabei 
die in denselben domizilierenden Parasiten einem ahnlichen Schicksal 
erliegen. Die Behandlung mit Chinin fiihrt sowohl zu einer Verkiirzung 
dieser Organe als auch zum Untergang der Parasiten. Dieses laBt in 
héchstem Grade wahrscheinlich erscheinen, daB das in seiner Haupt- 
menge sich in der Leber und in der Milz fixierende Chinin in eine un- 
mittelbare Verbindung mit ihrem retikulo-endothelialen Apparat 
kommt, aus welchem Grunde die Phagocytose der infiziecten Erythro- 
eyten gleichfalls den Untergang der in ihnen domizilierenden Parasiten 
nach sich zieht. 

Die Kohasion des Chinins vollzieht sich auBerst schnell. In den 
Organismus eingefiihrt, verschwindet es sehr rasch aus dem Blute, was 
wiederholt von einer Reihe von Autoren festgestellt worden ist (Hart- 
mann und Zilla, Boecker, Plehn u. a.) und wovon ich mich bei jedem 
Versuch iiberzeugte. Schon 5 Minuten nach der Einfiihrung fanden 
Hartmann und Zilla') im Blute nur noch 8,5 Proz. Chinin, in meinen 
Versuchen zeigte sich nach 15 Minuten nicht mehr als 1 bis 2 Proz. 
Eine derartige Erscheinung kann nach den Arbeiten von E. Frey?) iiber 
das sclinelle Verschwinden verschiedener K istalloide aus dem Blute 
und nach Okuneff*) sogar von Ko!loiden im Gewebe, hauptsichlich 
in Elemente des retikulo-endothelialen Apparats, nicht befremden. 
Plehn suchte das schnelle Verschwinden des Chinins aus dem Blute 
durch Annahme einer Absorption desselben durch eine  einfache 
Endothelia der Kapillaren zu erkliren, doch konnte er diese Vermutung 
infolge methodologischer Schwierigkeiten nicht beweisen. Mit dieser 
Anschauung kann man sich aber in keiner Weise einverstanden erklaren. 
Schon vor langer Zeit ist von einer Reihe von Autoren [ Dastre-Loge*), 
Magnus*), Hamburger®) u. a.| nachgewiesen worden, daB das Blut 
infolge des schnellen Uberganges verschiedener Kristalloide und Kolloide 
durch die Wande der Kapillaren in die Gewebe seinen Bestand rasch 
wiederherstellt. | Unsere Versuche an angiostomierten Tieren ver- 
anschaulichen dagegen, daB die an Kapillaren sehr reichhaltige Wand 
des Magendarmtraktus bedeutend weniger Chinin absorbiert als z. B. 


') Miinch. med. Wochenschr. 1917, Nr. 50. 
*) Pfliigers Arch. 177, 1919. 

3) Ebendakelbst 201, 1923. 

*) Arch. de phys. norm. et path. 2, 1888. 
5) Arch. f. exper. Pathol. 42, 1912. 

*) Zeitschr. f. Biol. 27, 1890; 30, 1893. 
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die Milz, was nicht stattfinden kénnte, wenn das Endothelium der 
Kapillaren das Chinin tatsachlich in bedeutendem Grade fixieren wiirde. 
Indem wir die hochentwickelte Fahigkeit des retikulo-endothelialen 
Apparats zuc Aufspeicherung von Teilchen fremdartiger Stoffe in 
Betracht ziehen und dies mit der miachtigen Entwicklung dieses 
Apparats in der Leber und der Milz kombinieren, wo gerade die Haupt- 
menge des Chinins zuriickgehalten wird, halten wir es fiir durchaus 


méglich, das schnelle Verschwinden des Chinins aus dem Blute unter 
Annahme einer Diffusion desselben durch die Kapillarwiinde und einer 
nachfolgenden Kohiasion seitens der Zellen des retikulo-endothelialen 


Apparats zu erklaren. 

Mit diesen® Vorgange ist die Lésung der Frage nach dem Ort der 
Zerstérung der Parasiten im Organismus verknipft. Die Arbeiten 
von Halberkann'), Schilling-Boecker*), Morgenroth-Ginsberg*), nach 
denen das dem Blute hinzugesetzte Chinin sich hauptsichlich mit den 
Erythrocyten verbindet, bestatigen scheinbar die herrschende Vor- 
stellung tiber ein Absterben der Plasmodien im Blute, die sich auf 
friihere Versuche von Ziemann und Mannaberg stiitzt. Wenn sich 
jedoch nach einigen Minuten im reinen Blute in vivo nicht mehr als 
einige Prozente des eingefiihrten Chinins vorfinden, so erscheint es 
vollstandig unmdéglich, dieser unbedeutenden Quantitat eine parasitare 
Wirkung zuzuschreiben, selbst wenn das Blut vollkommen aus Erythro- 
cyten bestehen wiirde. AuBerdem kann das in vitro dem Blute zugefiigte 
Chinin an keine andere Stelle hingelangen, weshalb denn auch die 
Tatsache der maximalen Ansammlung des Chinins in den Erythrocyten 
im Vergleich zu den anderen Bestandteilen des Blutes diese Frage 
keineswegs lést 

Als Giemsa und Schaumann*) in den Organen die Anwesenheit 
einer bedeutenden Chininquantitat feststellten, waihrend sich dasselbe 
bereits weder im Blute noch im Urin vorfand, kamen sie als erste zu 
der SchluBfolgerung, daB die Zerstérung der Plasmodien in den 
Organen und den Geweben stattfindet. Auf Grund unserer Versuche 
kénnen wir uns dieser Ansicht anschlieBen, jedoch mit der Einschrinkung, 
daB sich dies nicht auf alle Organe bezieht, sondern nur auf diejenigen, 
in denen sich der retikulo-endotheliale Apparat konzentriert, an erster 
Stelle also die Milz und die Leber. Eben dadurch wird natiirlich die 
Frage nach der Bedeutung des Drittels des eingefiihrten Chinins, das 
den Organismus in unverandertem Zustande mitsamt dem Urin verlabt, 


1 

) le. 

2) Deutsch. med. Wochenschr. 25, 1925. 
%) Zitiert nach Halberkann. 

4) le. 
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gelést. Wiahrend unsere persénliche Ansicht friiher dahin ging, gerade 
diesen Teil des Chinins, der in unverindertem Zustande im Organismus 
zirkulierte, als den aktiven fiir die Therapie der Malaria anzusehen, so 
sind wir heute gezwungen, unsere Anschauung zugunsten jenes Teiles 


des Chinins zu revidieren, der im Organismus verbleibt und durch die 
retikulo-endothelialen Organe kohasiert wird. 

Was die Frage nach dem tatsachlichen Mechanismus der direkten 
oder indirekten Chininwirkung auf das Plasmodium anbetrifft, so 
liegt dieselbe auBerhalb der Grenzen vorliegender Arbeit und kann 


hier nicht gelést werden. 





Untersuchungen 
iiber den Himoglobinabbau durch Gewebsextrakte. 


Von 
V. Calvo-Criado (Valladolid). 
(Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 7. August 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Frage nach der extrahepatischen Entstehung von Gallen- 
farbstoff ist durch die glanzenden Arbeiten von Mann und Magath ') 


in entscheidener Weise beantwortet worden. Die Ergebnisse dieser 
Forscher fordern dazu auf, die Verhaltnisse des Abbaues des Himo- 
globins durch andere Organe einer niheren Untersuchung zu unter- 
ziehen. Abgesehen von den Mannschen Arbeiten, lag noch ein anderer 
Grund vor, der mir Veranlassung gab, der Anregung von Prof. Asher 
zu folgen, mit einer quantitativen Methode den etwaigen Abbau von 
Haimoglobin durch verschiedene Organe zu verfolgen. Derselbe hat 
zuerst in seinem Karlsbader Vortrag *) die Hypothese geiuBert, dab 
die Blutkérperchenzerstérung bzw. der Hamoglobinabbau in allem 
méglichen Gewebe den biologischen Zweck verfolge, die Zellen des 
Organismus jeder Zeit mit dem nach der Lehre O. Warburgs notwendigen 
Eisenkatalysator zu versorgen. Wegen dieser méglichen Funktion des 
Hamoglobinabbaus schien es auch interessant, den Umfang desselben 
innerhalb der einzelnen Organe kennenzulernen. 

Der Plan meiner Untersuchung bestand darin, Organextrakte zu 
machen, diese Organextrakte mit Hamoglobinlésungen zu _ versetzen 
und mit Hilfe einer quantitativen Methode den Ablauf des Himoglobin- 


') Mann und Magath, Ergebn. d. Physiol., Jahrg. 1924. 
2) L. Asher, Funktion der Leber, Arztliche Fortbildungskurse in Karls- 
bad. Jena, G. Fischer, 1924. 
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abbaues festzustellen, natiirlich unter stetigem Vergleich mit Kontroll- 
lésungen. 

Als Extrakte benutzte ich solche von Menschenhaut, von Rinder- 
muskeln und von Leber, Milz, Nieren und Lungen von Ratten. Die Organe 
wurden so frisch wie méglich gewonnen, genau gewogen, fein zerhackt 
und mit dem doppelten Gewicht 0,9 proz. Kochsalzlésung versetzt 
Nachdem die Kochsalzlésung 24 Stunden eingewirkt hatte, wurden 
die Extrakte filtriert. 

Zur Vorbereitung der Blutlésung wurde das Blut zuerst himolysiert, 
und zwar | Teil Blut plus 9 Teile destillierten Wassers. Nach der ein 
getretenen Hiamolyse wurde auf die 100 cem himolysierten Blutes 
0.9 ¢ NaCl hinzugefiigt. 

Als quantitative Methode benutzte ich die spektrophotometrische. 
Es stand mir durch die Zuvorkommenheit von Herrn Professor Sahli. 
dem ich auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank sagen méchte. 
ein Kriisssches Spektrophotometer nach dem Prinzip von Vierordt zur 
Verfiigung. Die Methodik ist in dem Lehrbuche von Kriiss') und von 
Ebnéther *), der seiner Zeit in analoger Weise wie ich methodisch verfuhr, 
beschrieben worden. Zum Verstaindnis meiner Protokolle bemerke ich 
nur folgendes: Zwischen der Lichtquelle einer Petroleumlampe und 
dem Doppelspalt des Apparates, der bei gleicher Breite der oberen und 
unteren Halfte zwei Spektren gleicher Helligkeit entstehen laB6t, wird 
ein Trog mit planparallelen Winden dicht vor dem Spalt aufgestellt. 
Die Distanz zwischen Lichtquelle und Trog betrug 10 em. Der Abstand 
beider parallelen Glaswinde ist genau 11mm. In den kleinen Trog 
wird der Schulzsche Glaskérper, ein Glaswiirfel von 10mm _ Dicke 
gebracht. Derselbe scheidet mit seiner horizontalen oberen Flache den 
Glastrog in eine untere und eine obere Halfte, die den beiden Spalthalften 
entsprechen. Ehe ich das GefaB mit der Lésung vorsetzte, habe ich 
beide MeBtrommeln der Spalte auf den Teilstrich 100 eingestellt und 
damit Gleichheit der Helligkeit beider Spektren erzeugt. Durch Ab- 
blendung im Okularspalt habe ich dann scharf auf die beiden Stellen 
eingestellt, wo die beiden charakteristischen Absorptionsstreifen des 
Oxy-Hamoglobins im iangwelligen Teile des Spektrums auftreten. Die 
genaue Einstellung der gewiinschten Bezirke geschieht mit Hilfe eines 
Fadenkreuzes. Die Gleichheit in den beiden Absorptionsregionen wird 
gestért, sobald das Licht durch die Fliissigkeit in dem oben beschriebenen 
Trog hindurchgeht. Um den entstandenen Unterschied auszugleichen, 
wird die untere Mikrometerschrauhe so lange gedreht, bis durch Ver- 
engeruny der unteren Spalthalfte die vermehrte Lichtabsorption in der 


') @. Kriiss, und H. Kriiss, L. Voss, Hamburg und Leipzig 1891. 
2) G. Ebnéther, diese Zeitschr. 72, 416, 1916. 
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oberen Halfte kompensiert worden ist. Bei dieser Verengerung des 
unteren Spaltes wird eine niedrigere Zah] auf der Teilung der MeBtrommel 
erreicht, und diese niedrigere Zahl entspricht der stirkeren Licht- 
absorption. In meinen Tabellen gebe ich zur quantitativen Beurteilung 
der Ergebnisse die Einstellungszahlen auf der MeBtrommel der Spalte. 
Es bedeuten demnach kleinere Zahlen gréBere Lichtabsorption und 
umgekehrt, oder anders ausgedriickt, ein je héherer Wert des Teil- 
striches des unteren Spaltes im Laufe des Versuches abgelesen wird, 
um so mehr hat die Absorption abgenommen, bzw. um so mehr ist 
Hamoglobin abgebaut worden. 

Die zur Spektrophotometrie dienenden Blutlésungen wurden in ge- 
eignete Reagensglaser gebracht und mit den Extrakten vermischt. Sofort 
nach der Mischung, bevor die Extrakte merklich auf das Hamoglobin 
eingewirkt haben konnten, wurde die erste spektrophotometrische 
Messung gemacht. Die Proben wurden nachher in dem Brutofen bei 
Kérpertemperatur belassen und von Zeit zu Zeit Messungen an den- 
selben ausgefiihrt. Vor jeder Absorptionsbestimmung wurden die 
Proben, um giinstigere Absorptionsverhiltnisse zu schaffen, in genau 
der gleichen Weise mit destilliertem Wasser verdiinnt, und zwar 0,3 cem 
jeder Probe auf 10 cem. 

Meine erste Versuchsreihe befaBte sich mit dem EinfluB der Haut 
auf den Hamoglobinabbau. Aus der Erfahrung am Menschen wei 
man zur Geniige, wie in der Haut das dorthin ergossene Blut sich all- 
mahlich verfarbt, und es hat wohl nie dariiber ein Zweifel geherrscht, 
daB es sich um einen Himoglobinabbau dabei handle. Schon aus diesem 
Grunde lag es nahe, Menschenhaut zu benutzen. Aber auch deshalb 
empfahl es sich, in erster Linie die Menschenhaut zu meinen Versuchen 
zu benutzen, weil sie biologisch gegeniiber der Haut der meisten Tiere 
eine Sonderstellung einnimmt. Ganz im Anfange stellte ich meine Ver- 
suche so an, daB ich nicht Hautextrakte, sondern Hautstiicke selbst 
verwandte. Ich muBte aber davon absehen, weil das starke Quellungs- 
vermégen der Haut, selbst in unverdiinntem Blute, jeden Vergleich 
mit den Kontrollésungen vereitelte. Sobald ich zur Benutzung vor 
Hautextrakten schritt, verschwand jede Schwierigkeit. 

Die nachfolgenden Protokolle und Kurven iiber vier Versuchs- 
reihen (Versuche 1, 2, 3 und 7) enthalten simtliche Ergebnisse an den 
Hamoglobinlésungen mit und ohne Zusatz von Hautextrakt. Man 
sieht zunachst einmal an den Zahlen der Kontrollen, daB sie praktisch 
in allen Versuchen iiber die ganze Dauer derselben gleich bleiben. Daraus 
folgt, daB die betrachtlichen’ Veranderungen, die an der mit Haut- 
extrakt versetzten Hamoglobinlésung zu beobachten sind, dem Einflusse 
des Zusatzes zuzuschreiben sind. In anschaulicher Weise tritt der 
Sachverhalt aus der kurvenmaBigen Darstellung hervor. 
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Versuch 1. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Losung, 
b) Hautextrakt in NaCl-Lésung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 
Das Blut wurde hiamolysiert (1 Teil Blut + 9 Teile  destillierten 
Wassers) und sofort 0,9 g NaCl pro 100 ccm himolysierten Blutes zugefiigt. 
Fiir die Versuche wurden folgende Proben gewahlt: 
a 
2. 2 
Vor jeder Absorptionsbestimmung wurden die Proben noch mit destil- 
liertem Wasser verdiinnt, und zwar 0,3 cem auf 10cem. Die Verdiinnung 
dient dazu, um giinstigere Absorption zu erzielen. 
Die erste Messung wurde sofort nach der Mischung ausgefiilhrt, die 
folgenden jedoch erst wahrend des Aufenthalts der Proben im Brutofen 
bei 38°C. 


5eem von Lésung ,,c + 5cem von Lésung ,,b* 


ycem von Lésung ,,c** + 5cem von Lésung ,,a“ 


Tabelle I. 





D Zeit Zahl der Teilstriche Abnahme der Absorption 
atum 
Messungen 1 Probe | 2.Probe | 1.Probe  2.Probe || 1.Probe _2. Probe 
1925 Haut Koatrolle Haut Kontrolle Haut Kontrolle 


9.0 
44 
0,0 


13,4 


14,50 15,00 32,7 
17,15 17,30 41,7 
14.37 14,15 46,1 
17,55 17,30 46,1 


“5 6.5 
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ee Bd 
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Versuch 2. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Hautextrakt in NaCl-Lésung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 
Die Proben: 
1. 20cem von Lésung ,,c** -+- 5ecem von Lésung ,,b* 


5. aR 2 - - se +5. o - oe 


Tabelle II. 





Zeit Zahi der Teilstriche © Abnahme der Absorption 


Datum ™ ane 
Messungen =|. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 


1925 Haut Kontrolle Haut Kontrolle Haut Kontrolle 


5. 11. 1430 = -14,50 38,2 40.6 Me 
15,30 15,50 413 40.5 ‘ —01 
16,30 , 16,50 50,6 40.6 0.1 
17: 17,0 51,2 40.8 02 
14.25 | 14.55 511 413 
0.7 
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Versuch 3. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Hautextrakt in NaCl-Lésung, 


c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 
Die Proben: 

1. 25cem von Lésung ,,c** + 7 cem von Lésung ,,b*. 

° 9 - 

a=. «#0 ‘ 


a. 9 - 99 - 


Tabelle III. 





Zeit Zahl der Teilstriche Abnahme der Absorption 


Messungen 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 
Haut Kontrolle Haut Kontrolle Haut Kontrolle 


14,15 14,35 40.3 43,7 —_ 
15,15 15,35 44.6 43.6 : —0,} 
16,15 16,35 53.9 43.9 03 
17,15 17,35 55,3 43,7 f — 02 
15,25 15,40 59.4 444 ‘ 0.7 
17,25 17,40 59.4 44.1 , — 


04 





Versuch 7. 
Lésungen : 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Hautextrakt in NaCl-Lésung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Proben: 


1. 25cem von Lésung ,,c** ecm von Lésung ,, 


2. 25 ,, % 9 9c 


- «A 


- 
‘ 
~ 
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Tabelle VII. 





Zeit Zah! der Teilstriche Abnahme der Absorption 


Messungen 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 
1925 Haut Kontrolle Haut Kontrolle Haut Kontrolle 


Datum 


9. IIT. I 10.20 10,40 37,1 44,2 ae 
II 14.05 14,25 50,2 443 3. 0.1 

Il 15,15 15,35 50.9 44.2 —o1 

IV 16.10 16,30 52,1 44.7 05 

Vv 17.30 17.50 53.4 446 ‘ —ol 

10.111. VI 1045 11.05 55,2 44.9 03 
Vil 15.20 15,40 55,1 44.8 —0,1 


0.6 


In den Kurven bedeuten die Abszissen Stunden, die Ordinaten 
Teilstrichwerte der Spalte des Spektralphotometers, die ausgezogenen 
Linien sind die Hauptversuche, die gestrichelten Linien die Kontrollen. 
Die letzteren verlaufen dauernd parallel zur Abszisse, woraus das Nicht- 
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eintreten eines Hamoglobinabbaues folgt. Hingegen zeigen di 
Kurven der Hauptversuche in den ersten Stunden einen auber- 
ordentlich starken Abfall, daraus folgt, daB der Zusatz von Hautextrakt 
zu Blutlésungen sehr rasch einen Abbau des Himoglobins bewirkt 
Nachher verlangsamt sich der Abfall. Aus dieser Versuchsreihe ergibt 
sich, daB einfache Kochsalzextrakte der Haut ein Agens enthalten, 
welches Veranlassung zu einem starken Himoglobinabbau gibt. Aus 
meinen Versuchen gehen nur die quantitativen Verhiltnisse dieses 
Abbaus hervor, nicht jedoch der Mechanismus. Aber der SchluB ist 
wohl berechtigt, daB die Haut ein Gewebe sei, welches in sich die Be- 
fahigung zu einem erheblichen Hamoglobinabbau tragt. 


-—— + — 
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Abb. |! 


In meiner nichsten Versuchsreihe habe ich den EinfluB von Leber- 
extrakt auf die GréBe des Hamoglobinabbaues untersucht. Wahrend wir 
mit Sicherheit den Himoglobinabbau in der Leber selbst kennen, sind 
die Ansichten iiber den Himoglobinabbau durch Leberbrei oder ahnliche 
Leberpraparate verschieden; einige Autoren finden auch hierdurch 
einen Abbau des Haimoglobins, wihrend andere denselben entweder 
vermiBbten oder ihn nur als geringfiigig erachten. Zu meinen Versuchen 
diente das schon beschriebene Kochsalzextrakt der Leber. AuBer Leber- 
extrakt habe ich noch Lungenextrakt, Nierenextrakt und Muskelextrakt 
auf ihre himoglobinabbauende Wirkung untersucht. Die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihen finden sich in den nachfolgenden Protokollen der 
Versuchsbeispiele Versuch 4, 5, 6 und 12, sowie in der kurvenmiBigen 
Darstellung der Abb. 2. 
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Versuch 4. 
Die Lésungen: 
a) 0.9proz. NaCl-Lésung, 
b) Leberextrakt in NaCl-Lésung, 


c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Die Proben: 
l. 25cem von Lésung ,.c* 5cem von Lésung ..b 


ae e - a= a. Ge = ~ -_ 


Tabelle 1V. 





Zeit Zahi der Teilstriche Abnahme der Absorptior 
Datum 





Messungen 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 
1925 Leber Kontrolle Leber Kontrolle Lebe ontrolle 


13,45 13,30 110 44.8 
14.45 _ 20.3 - 
15,45 — 23,7 

16,45 — 26.9 

13,40 13,30 30.1 
17,50 — 30.1 


| ersuch 5. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Lungenextrakt in NaCl-Lésung, 


c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Die Proben: 
l. 25cem von Lésung ,,c** Seem von Lésung ,,b 


i. a- ~ - - ie ~ - voi 


» 
-~ 


Tale lle 





Zeit Zah! der Teilstriche Abnahme der Absorptior 


Datum 
Messungen 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 


1925 Lungen Kontrolle Lungen Kontrolle Lungen Kontrolle 


5. 111, 14,05 13,30 29,2 44.8 
5,05 -- "19 
16,05 - 34,6 


»” 
17.05 35.8 
4.35 41.1 
17,12 413 


bo te bo ares | 
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Versuch 6. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Nierenbrei in NaCl-Lésung, 


c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Proben: 


25cem von Lésung ,,c** + 5cem von Lésung ,,b* 
a - - of + DOD os - - Pe 


» 


Tabelle VI. 





Zeit Zahl der Teilstriche Abnahme der Absorption 


Datum M - 
Messungen 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 


1925 Nieren Kontrolle Nieren Kontrolle Nieren Kontrolle 


5. III. 14.20 13,30 32,1 448 
15,20 — 37,0 — 
16,20 —— 40.5 
17,20 _— 41.6 
14.00 13,30 447 
17,30 _ 44.6 


Versuch 12. 
Lésungen : 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Muskelextrakt in NaCl-Lésung, 
c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Die Proben: 


» 


>cem von Lésung ,,c**‘ + 5cem von Lésung ,,b*‘ 


So - 99 a 


‘ 
os ” ” oof 


» 
» 
- 


Tabelle XII. 





Zeit || Zahl der Teilstriche || Abnahme der Absorption 


Datum —— ~4- - 
Messungen |) 1. Probe 2. Probe || 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 


1925 Muskel Kontrolle i Muskel Kontrolle Muskel Kontrolle 


25. VI. I 10,30 10,45 35,4 42.1 —- 
il 11,35 11,50 38,2 42.0 2, —0,1 

II 14,20 14,40 42.6 42.2 Y 0.2 

IV 15,10 15,30 45.8 42.5 : 03 

V 17,00 17,20 45,9 42.4 ; —0,1 

Vi 11,45 11,00 46,3 42.6 , 0,2 

VII 15,20 16,00 46.3 42 ’ —0,1 


0.4 
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Aus diesen Versuchsreihen ergibt sich, daB ausnahmslos alle Ge- 
webe hamoglobinabbauende Funktion besitzen. Am gréBten ist dieselbe 
bei der Leber. Es ist aber beachtenswert, daB der Himoglobinabbau 
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Abb. 2 


durch Leberextrakt zwar gréBer ist als derjenige durch Extrakte von 
Lungen, Niere und Muskel, aber verglichen mit dem Hamoglobinabbau 
duch die Haut, annahernd von deiselben GréBenordnung. 

Um die in der voraufgehenden Versuchsreihe mitgeteilten Ergebnisse 
zu tiberpriifen, wurde noch eine weitere Versuchsreihe mit den gleichen 
Extrakten angestellt. Die Ergebnisse sind in den Protokollen der Ver- 
suche 8 bis 11 mitgeteilt. 


Versuch 8. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Leberextrakt intNaCl-Lésung, 
ec) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Die Proben: 
1. 25cem von Lésung ,,c* + 5cem von Lésung ,,b* 


2. 25 ec“ +5 <_< 


as =) 5s ory *s . * ” 








\ . 4 alvo-( riado: 


Tabelle VIII. 





Zeit Zak! der Teilstriche | Abnahme der Absorptivo: 


Datum M 
essungen 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 


1925 Leber Kontrolle Leber Kontrolle Leber Kontrolle 


12 ; 10,30 10,24 15,6 42.3 
13,50 298 om 
14.50 31,2 --- 
15,50 32.4 oe 
16.50 33,1 — 
L015 (),2: 35.8 4 
16,50 35.8 — 


— 
wom — & | 


“I-1bo bo 


Versuch 9. 
Die Loésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Lungenextrakt in NaCl-Lésung. 


ec) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Proben: 

l. 25ce I y oS 4. Boe , I y Sy 

- «£9 Cem von Losung ,,¢ vcem von Losung ,,D 
‘ ~ 


2 je il i ce +5 sp = - - es 


-- =? 


Tabelle 1X. 





Zeit Zahl der Teilstriche Abnahme der Absorptior 


Datum M 
messungen 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 


1925 Lungen Kontrolle Lungen Kontrolle Lungen Kontrolle 


12.11] ! 10,05 10,24 $2.8 2.3 _- 


I! 13,30 36.4 a 3.6 

Il] 14.30 — 36.9 _ 05 

IV 15,30 — 37,3 04 

V 16,30 — 37,5 — 0,2 

13. 11] VI 11,40 10.25 39.9 f 24 
Vil 16,30 — 39.8 - —=(.} 


Versuch 10. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
}) Nierenbrei in NaCl-Lésung, 


c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Die Proben: 
l. 25cem von Lésung ..c* + 5cem von Lésung ..b“ 


= ™ = is eS of = ‘a wn 
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Tabelle X. 





' Zeit Zahl der Teilstriche Abnahme der Absorption 
Jatum 
Messungen 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 1. Probe 2. Probe 
Nieren Kontrolle Nieren Kontrolle Nieren Kontrolle 


! 10,50 10,24 33,6 42. _ 
I] 14,10 _ 41,2 — 7,6 
It! 15,10 414 _ 0,2 
I\ 16,10 42.7 13 
V 17,10 43,1 - O4 
VI 10,35 44.7 2, 1,6 
17,20 44.5 - — 0,2 


10.9 


Versuch 11. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Muskelextrakt in NaCl-Lésung, 


c) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Proben: 


l. 25cecem von Lésung ,.c** + 5cem von Lésung ,.b* 


2. 25 ,;, = " 5 


e: 9 ot D 99 °° a 


Tabelle X1. 





Zeit Zahl der Teilstriche Abnahme der Absorption 
Datum \ 
flessungen 1. Probe 2. Probe 1. Prove 2. Probe 1. Probe 2. Probe 
1925 Muskel Kontrolle Muskel Kontrolle Muskel Kontrolle 


15. VI. 13,40 13.55 36.3 403 « — 
14,40 14.55 39.1 404 2 01 
15.40 15,55 40.8 404 +} 0.0 
16.40 16.55 43.6 40.5 2. 0.1 
17.40 17,55 44.7 10.4 l 01 
11,20 11,40 464 40.5 1. 01 
16,05 16,30 465 10.5 0 0.0 


10.2 02 


Diese vier Versuchsreihen bestatigen das vorher erhaltene Ergebnis. 


Hiéchstens tritt als Unterschied ein noch stirkeres Uberwiegen des 
Haimoglobinabbaues durck Leberextrakt hervor, so da doch die Leber 
der Haut an Befahigung zum Hiamoglobinabbau vorangeht. 


Bekanntlich hat Ebnéther in seiner oben erwaihnten Arbeit den 
Nachweis geliefert, daB Milzextrakte den Himoglobinabbau durch 
Leberextrakte wesentlich vergréBern, also aktivierend wirken, denn 
die Milz besaB nach Ebnéther so gut wie keinen EinfluB auf den Hamo- 
globinabbau. Aus seinen Befunden zog ELbndther den SchluB, daB die 
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Milz mit Riicksicht auf den Himoglobinabbau eine aktivierende Funk- 
tion auf die Leber ausfiihre. Die Férderung, welche die Leberfunktion 
durch die Milz erfahrt, ist seither in einer Reihe von Arbeiten aus dem 
Berner physiologischen Institut untersucht und nach verschiedenen 
Richtungen bewiesen worden. Es erschien mir angebracht, da die 
Ebnétherschen Versuche in der Literatur nicht hinreichend bekannt 
geworden sind, seine Versuche noch einmal zu wiederholen. Das Er- 
gebnis dieser Versuche teile ich in den Versuchsbeispielen 13 und 14 
und in der kurvenmaBigen Darstellung des Versuchs 14 mit. 
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Versuch 13. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Leberextrakt in NaCl-Lésung, 
ce) Milzextrakt in NaCl-Lésung, 
d) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Die Proben: 
1. 50cem von Lésung ,,d*“* + 5ecem von Lésung ,,b“ + 5ecm 
von Lésung ,,c*. 
2. 50 ccm von Lésung ,,d‘“* + 10cem von Lésung ,,a“‘ 
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Tabelle XIII. 








Abnahme der Absorption 


2. Probe 
Kontrolle 


Zeit Zah! der Teilstriche 
Datum —_______— —_ ———_—_}- 
Messungen |. Probe 2. Probe 1, Probe 2. Probe 1. Probe 
1925 LebersMilz Kontrolle Leber-Milz Kontrolle | Leber-Milz 
29. VI. I 10,25 10,45 16,2 39,4 = 
Il 11,35 11,55 25,7 39,5 95 
Ill 14,00 14,20 36,4 39.5 10.7 
IV 15,00 15,20 39,6 39.5 3,2 
V 16,30 16,50 40,1 39,4 05 
30. VI. VI 10,40 11,00 46.3 39.3 6,2 
Vil 16,00 16,20 46,3 39.3 0.0 
30,1 


Versuch 14. 
Die Lésungen: 
a) 0,9proz. NaCl-Lésung, 
b) Leberextrakt in NaCl-Lésung, 
c) Milzextrakt in NaCl-Lésung, 
d) 0,9proz. NaCl in 10proz. Blutlésung. 


Die Proben: 


1. 50cem von Lésung ,,d** + 5ccem von 
von Lésung ,,c*. 


Tabelle X1V. 


Lésung ,,b* 


2. 25cem von Lésung ,,d‘*‘+ 5cem von Lésung ,,b”. 
os 2B « - = a+ § es 
4. 50 ,d* + 10 - 


0,1 
0.0 
0.0 
— 90,1 
— 0,1 
0.0 


—@,1 


5e 


cm 





- Zeit Zahi der Teilstriche 

& S s 
Daum § 22 25 2. 42 22 23/2. 25 
S$ 6s 28 &€F  £e 88 Ee ics ce 
925 =F af a s'  ¥Z Hela is ¥8 
L VII. I) 940 10,15 10,35 10,00 19,2 | 15,2 26,8/39,8 
IT 11.00 11,20 1140 — 32,6 | 244 291 — 
Ill 13.45 14,10 1430 — 393 | 28.7 305 — 
IV | 14.45 15,10) 15.30 — | 43.0 | 31.2 31.2) — 
V 1545 16,10 16,30 — 46,9 | 33,9 316 — 
2. VIL.) VI 940 10,15 1040 — 51,0 | 36,5 34,0 — 
VIT 15,35 16,05 16,3017,30 508 | 36,6 33,9 39,9 


Abnahme der Absorption 


33 | 3, 
es $3 
= ae 
=% ai” 
13,4 92 
6,7 43 
3,7; 2,5 
39, 2,7 
41 26 
02 0,1 
31,6 21,4 


Milz 


3. Probe 


Aus Versuch 13 ergibt sich, daB die Vermengung von Leber 1 
Milzextrakt die gréBte Abnahme der Lichtabsorption unter allen 
herigen Beobachtungen erzielte, woraus folgt, daB der Zusatz 


4. Probe 
Kontrolle 


01 
01 


md 


bis- 
von 
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Milzextrakt zum Leberextrakt den ohnehin schon groBen Hamoglobin- 
abbau durch Leberextrakt allein wesentlich verstarkt. Noch deutliche: 
tritt diese Erscheinung in Versuch 14 zutage, insbesondere in det 
kurvenmaBigen Darstellung. Man erkennt in Kurve 2 den starken Hamo 
globinabbau durch die Leber allein, in Kurve 3 den geringfiigigen Hamo- 
globinabbau durch Milzextrakt, wahrend die steil und tief absinkende 
Kurve | den starken Haimoglobinabbau durch die vereinte Wirkung 
des Leber- und Milzextraktes darstellt. Sie ist keine Summations- 
kurve, sondern ist der deutliche Ausdruck eines obwaltenden akti- 
vierenden Einflusses. Die Kurve 4 illustriert das Konstantbleiben der 
Kontrollésung. 

Meine Versuche bestatigen vollinhaltlich die von Asher und Ehbnéther 
aufgestellte Lehre von dem aktivierenden EinfluB der Milz auf die 
himoglobinabbauende Funktion der Leber. 

Die voraufgehenden Versuche haben gezeigt, daB allen unter- 
suchten Gewebsextrakten die Befaihigung zum Himoglobinabbau 
zukommt. Man kann diese Tatsache zugunsten der Annahme an- 
fiihren, da’ auch innerhalb des Kérpers alle Gewebe zum Abbau des 
Himoglobins befahigt seien und somit die erste Etappe zur extra 
hepatischen Gallenfarbstoffbildung gegeben sei.  Freilich steht die 
Leber selbst an erster Stelle, aber darauf folgt sofort bemerkenswerter- 
weise die Haut, deren Himoglobinabbau gelegentlich fast von derselben 
GréBenordnung sein kann wie diejenige durch die Leber. Der Himo- 
globinabbau durch Lungen, Nieren und Muskelextrakt ist wiederum 
kleiner als derjenige durch die Haut. Die Wirkungen der drei Gewebs 
extrakte sind nicht wesentlich voneinander verschieden. Eine Tatsache, 
die Beachtung verdient, ist die, dab im Anfang der Versuche der Himo- 
globinabbau am raschesten verlauft, dann aber sich mehr und meh: 
verlangsamt. Ob dies darauf beruhe, daB die in den Kochsalzextrakten 
tibergehenden Agenzien nur mit der Anfangsphase des Himoglobin- 
abbaues zu tun haben, zur Weiterfiihrung desselben es aber andere 
Agenzien bediirfe, oder ob der beobachtete Verlauf im Wesen eines 
einheitlichen chemischen Prozesses liege, 14Bt sich aus der Anordnung 
meiner Versuche nicht entnehmen. 

Eine neue Aufgabe, die aus den Ergebnissen meiner Versuche 
erwichst, wire die Auffindung eines wohl charakterisierten Stoffes, der, 
in allen Geweben vorhanden, den Hamoglobinabbau bewerkstelligen 
kénnte. Da Brugsch die Mitteilung gemacht hat, daB Brenzkatechin 
Hamoglobin bis zu Gallenfarbstoff abbaue, mufte auch an diesen Stoff 
gedacht werden. Ich habe einige Versuche dariiber angestellt, bin aber 
nicht zu den gleichen Resultaten gekommen wie Brugsch. Da es sich 
aber nur um Vorversuche handelte, will ich kein Gewicht darauf legen. 
Es sollen aber die Untersuchungen iiber dasjenige in den Gewebs- 
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extrakten, was dem Hamoglobinabbau zugrunde liegt, fortgesetzt 
werden. 

ZusammengefaBbt, sind die Resultate der vorstehenden Arbeit die 
folgenden : 


1. Es wurde spektrophotometrisch der Hamoglobinabbau durch 


verschiedene Gewebsextrakte quantitativ bestimmt. 


2. Leberextrakt bewirkte den stirksten Himoglobinabbau; fast 
ebenso groB war derjenige durch Extrakt menschlicher Haut; es folgten 
dann untereinander gleich die Extrakte von Lunge, Niere und Muskel. 

3. Zusatz von Milzextrakt zu Leberextrakt verstarkte in hohem 
MaBe den Himoglobinabbau des Leberextraktes; hiermit sind die Be- 
funde von Ebnéther erneut bestitigt. 

4. Die Befunde kénnen als Stiitze fiir die Annahme gelten, dab 
alle Gewebe zum Hamoglobinabbau befahigt sind, und sie kénnen auch 
mit Riicksicht auf die Méglichkeit der extrahepatischen, Bildung von 
Gallenfarbstoff verwertet werden. 








Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
Von 
Leon Asher. 
Nr. 83. 
Nachweis der Entstehung von Kohlehydraten aus Fett 
und Abhingigkeit derselben von der Leber. 
Von 
V. Calvo-Criado (Valladolid). 
{Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. | 
(Eingegangen am 7. August 1925.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Probleme, mit denen sich seit einer Reihe von Jahren Arbeiten 
des Berner physiologischen Instituts beschaftigten, hatten zur Schaffung 
einer Methodik gefiihrt, um praktisch kohlehydratfreie Tiere zu er- 
zeugen. Ihre letzte Vervollkommnung erhielt die Methode in den 


Handen von Takahashi'), dem es mit derselben zum ersten Male gelang, 
den autonomen Kohlehydratstoffwechsel des Zentralnervensystems, 
der seitdem von Winterstein bestatigt worden ist, aufzudecken. Der 
Besitz dieser Methode gestattet, eine Reihe von weiteren Problemen 
mit Aussicht auf Erfolg in Angriff zu nehmen. Ich folgte daher der 
Anregung von Prof. Asher, um eines der strittigsten Probleme dieser 
Art, nimlich die Frage nach der etwaigen Entstehung von Zucker aus 
Fett, zu untersuchen. 

Auf die Literatur dieses Gegenstandes brauche ich nicht ein- 
zugehen, weil Geelmuyden*) in seinen groB angelegten Monographien 
die Literatur erschépfend behandelt und sehr eingehend alle Momente, 
die bisher fiir und gegen die von ihm energisch vertretene Lehre von der 
Bildung des Zuckers aus Fett sprechen, kritisch analysiert hat. 

Es ist klar, daB die erste Voraussetzung fiir die Beweisfiihrung 
darin besteht, daB wirklich die Versuchstiere aller Kohlehydratdepots 
beraubt sind. Ferner mu8 das Ernaihrungsregime der Tiere so geleitet 
werden, daB eine Neubildung von Kohlehydraten ausgeschlossen ist 
Drittens miissen die Bedingungen der Versuche so liegen, daB nicht 


1) Diese Zeitschr. 154, 444, 1924. 
2) Chr. Geelmuyden, Ergebn. d. Physiol. 21. Jahrg. 1, 1923; 22. Jahrg. 
51, 1923. 
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etwa aus einer gesteigerten Eiweibzersetzung die etwaige Bildung von 
Zucker abgeleitet werden kann. Diesen Voraussetzungen wurde die 
von mir angewandte Methodik angepaBt, die im wesentlichen, abgesehen 
von einigen Einzelheiten, schon von Takahashi benutzt wurde. 

Als Versuchstiere dienten die zu meinen Zwecken ganz besonders 
geeigneten weiben Ratten. Die Tiere erhielten die ersten 3 bis 6 Tage 
Fleisch, Pepton-Witte sic. puriss. und Schilddriisentabletten von 
Bourroughs Wellcome & Co., jede Tablette 0,3 g trockene Schafsschild- 
driise enthaltend. Auf das Gramm Tier erhielt dasselbe 0,17 Cal. 
Taglich wurden 1g Fleisch pro Kalorie, 2 bis 4g Pepton und eine 
Schilddriisentablette, alles im Mérser sehr gut verrieben, in der Nahrung 
gereicht. Das auBerst magere Rindfleisch war vorher klein gehackt, 
eine Viertelstunde gekocht und dann mit heiBem Wasser gewaschen. Auf 
diese Weise versuchte ich das Fleisch méglichst kohlehydrat- und fett- 
arm zu haben. 

Das Pepton wurde vom fiinften oder sechsten Tage an weggelassen. 
Es hangt dies vom Zustande des Tieres ab, welcher dadurch ver- 
schlechtert werden kann, daB das Pepton ein Lebergift ist und durch 
diese Eigenschaft, wie aus friiheren Arbeiten des Berner physiologischen 
Instituts bekannt ist, auf das wirksamste die Leber kohlehydratfrei 
macht und ihre Befahigung zur Glykogenbildung tief herabsetzt. Hin- 
gegen wird die Schilddriisenfiitterung bis zum Ende des Versuchs 
fortgesetzt, wobei wiederum, je nach dem Verhalten des Tieres, die 
Dosen individuell variiert werden miissen. Wegen des Umstandes, 
daB als dritter und dauernder Eingriff die Behandlung mit Phlorrhizin 
hinzutritt, sei hier darauf hingewiesen, daB in der dauernden Zufuhr 
von Schilddriise ein wesentlicher methodologischer und sachlicher 
Unterschied gegeniiber anderen Arbeiten vorliegt, in denen Phlorrhizin 
zu Zwecken der Untersuchung des Kohlehydratstoffwechsels benutzt 
wird, wie beispielsweise in den letzten wichtigen Arbeiten von J unkers- 
dorf. Der Kohlehydratbestand und der Kohlehydratstoffwechsel eines 
Tieres mit bloBer Phlorrhizininjektion oder mit Phlorrhizininjektion und 
andauernder Schilddriisenzufuhr ist ein durchaus verschiedener, und 
das um so mehr, wenn eine Periode der Peptonfiitterung voraufging. 

Am fiinften, sechsten oder siebenten Tage wurde zum ersten Male 
Phlorrhizin eingespritzt und dann meist alle zwei Tage wiederholt. Ich 
gebrauchte die Methode von Coolen'). Fiir die weiBen Ratten hat sich 
als beste Dosis 0,05 g Phlorrhizin, d. h. 1 cem einer Suspension von | g 
fein pulverisiertem Phlorrhizin in 20 certh Olivendl ergeben. 

Den Ratten muB8 bei dieser Ernahrungsart reichlich Wasser zur 
Verfiigung gestellt werden. Ich habe hierauf genau acht gegeben, weil 


- ie . 
1) Graham Lusk, Uber Phliorrhizinglykosurie, Ergebn. d. Physiol. 12, 
315, 1912. 
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Ratten, die nicht einen UberfluB an Wasser erhalten, zugrunde gehen 
oder sie mindestens in einen Zustand kommen, der sie fiir die Ver- 
suche unbrauchbar macht. 

Auf die dureh Phlorrhizin erzeugte Zuckerausscheidung wuras 
Fettfiitterung aufgesetzt, um zu sehen, ob die Fettfiitterung eine 
Steigerung der Zuckerausscheidung bewirkte. Mit der Fettfiitterung 
begann ich nach der dritten Phlorrhizineinspritzung. Ich benutzte 
das sich gut mit der anderen Nahrung mischbare frische Schweinefett 
Fiir eine Ratte von 150 bis 200g betrug die beste Tagesmenge 4 ¢ 
Geht man iiber diese Menge hinaus, so tritt Diarrhée ein. 


Die Ratten befanden sich in den im Berner physiologischen Institut 
iiblichen Stoffwechselkafigen, in denen Harn und Kot getrennt auf- 
gefangen und die Tiere rein gehalten werden. Tiaglich wurden um 


10 Uhr morgens die Ratten gewogen und der abgeschiedene Harn 
quantitativ aufgenommen. Die Fiitterung und die Einspritzumgen 
wurden zwischen 10 bis 12 Uhr gemacht. 

Im Harn habe ich Gesamt-N, Zucker und, wo es erforderlich war 
Aceton und Acetessigsiure bestimmt. 

Die Gesamtstickstoffbestimmung wurde nach der Methode von 
Kjeldahl in der Gestalt des Mikroverfahrens von Abderhalden ausgefiihrt. 
Die Zuckerbestimmung wurde nach der Methode von Folin-Wu unter 
Benutzung eines Dubosqschen Kolorimeters gemacht. Wenn Eiweil 
im Harne vorhanden war, wurde vorher nach Folin enteiweibt. Die 
Bestimmung des Acetons und des Acetons aus Acetessigsiure geschah 
nach den Angaben von Pincussen'). 

Meine Versuche sind insgesamt an elf Ratten angestellt worden 
Die Resultate der Analysen simtlicher Versuchsreihen bringe ich in 
Form von Protokollen und Kurven im Zusammenhang am Schlusse 
meiner Arbeit. Ehe ich auf die aus diesen Protokollen und Kurven 
ersichtlichen Antworten auf die Frage nach der Bildung von Zucker 
aus Fett eingehe, will ich eine kurze Gesamtiibersicht tiber den Verlauf 
der Ereignisse an den elf Ratten geben. Die Protokolle sind so an- 
geordnet, daB sie Gewicht, tagliche Harnmenge, die Stickstoff- und 
Zuckermengen, die Fiitterungsart und die iibrigen Eingriffe fiir den 
angegebenen Versuchstag verzeichnen, wihrend der EinfluB einer 
bestimmten Fiitterung oder einer Einspritzung nach den Bedingungen 
der Versuche in den Angaben des folgenden Tages zu finden ist. 

An den ersten drei Ratten machte ich, wie die Tabellen lehren, die 
Beobachtung, daB es nicht méglich ist, viele Tage nacheinander den 
Ratten Pepton zu geben, denn die Tiere nehmen sehr rasch an Kérper- 
gewicht ab und stefben nach der ersten Phlorrhizineinspritzung, die 


1) L. Pincussen, Mikromethodik. Leipzig 1923. 
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nur eine schr geringe Zuckcrausscheidung im Harn erzeugt. Der Tod 
tritt unter den Erscheinungen zunehmender Schwache ein; gelegentlich 
heobachtete ich auch einige Krimpfe. Die Sektionsbefunde waren 
in allen drei Fallen negativ. Die schwere Schadigung durch dauernde 
Peptonfiitterung ist nach den bekannten Erfahrungen des Berner 
physiologischen Instituts auf die schwere funktionelle Schadigung der 
Leber zuriickzufiihren. Sowohl das_ gelegentliche Auftreten von 
Krampfen wie die geringe Zuckerausscheidung nach Phlorrhizin weisen 
auf eine Hypoglykamie infolge der Vergiftung der Leber durch 
Pepton hin. 

Ratte 4 hat, als am neunten Tage der Zusatz von Fett zur Nahrung 
eintrat, nicht alles gefressen, nachher aber, als 4g Fett gegeben wurden, 
nahm die Ratte anstandslos das gesamte Futter zu sich. In der Periode 
der Fettfiitterung kommt es zu den gréBten Wasserausscheidungen im 
Harn innerhalb der ganzen Versuchsreihe. Mit dem Beginn der Fett- 
ernahrung kommt es zu einem gréBeren Gewichtssturz, der sich aber 
dann verlangsamt. Ratte 5 ist nach einer zwdlftigigen Versuchsperiode 
unter Krimpfen gestorben. DaB es sich hierbei um eine schwere Stérung 
des Kohlehydratstoffwechsels gehandelt habe, geht daraus hervor, 
daB nach dem Einsetzen der Fetternihrung die taglich ausgeschiedenen 
Acetonmengen recht betrachtliche waren. 

Das Auftreten von Aceton bei Ratte 4 und 5 veranlaBte mich, den 
Versuch zu machen, die Acidosis durch Natrium carbonicum zu _be- 
kimpfen. Ich ging dabei von dem Gedanken aus, dab méglicherweise 
die Acidosis ein Hinderungsgrund fiir die Umwandlung von Fett in 
Zucker sein kénnte. Es gelang mir aber nicht, das Natrium carbonicum 
den Ratten zuzufiihren, weil sie weder die mit Natrium carbonicum 
versetzte Nahrung, noch Wasser mit aufgeléstem Natrium carbonicum 
aufnehmen wollten. Von der Zufuhr mit Hilfe der Schlundsonde habe 
ich absichtlich abgesehen. 

Bei Ratte 8 habe ich eine 29tagige Versuchsreihe durchfiihren 
kénnen, obwohl das Kérpergewicht allmahlich, wenn auch schlieBlich 
in verlangsamter Form, abnahm. Im dieser Versuchsreihe habe ich 
auch zum ersten Male an 3 Tagen der Nahrung eine kleine Menge von 
Rohrzucker zugefiigt, wovon spiter die Rede sein soll. Diese Ratte 
zeigte im tibrigen Erscheinungen, welche bei Stérungen des Kohle- 
hydratstoffwechsels vorkommen, nimlich Polyphagie und gesteigerte 
Diurese, sowie an den Tagen, die dem Fettzusatz in der Nahrung folgten, 
Acetonausscheidung. Das Tier starb unter den Erscheinungen von 
Krampfen und zunehmender Schwiiche. 

Bei Ratte 9 lieB sich eine 22tagige Versuchsperiode durchfiihren 
Im tibrigen gilt von dieser Versuchsreihe genau das gleiche wie von der 


voraufgehenden. 
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In den Versuchsreihen 10 und 11 habe ich systematisch den Ge- 
danken durchgefiihrt, der vorhin kurz erwihnt wurde. Die ganze Art 
der fiir meine Versuchszwecke notwendigen Ernahrung sowie dice 
mannigfachen Symptome, welche im Verlauf der Versuchsreihen zu 
beobachten waren, wiesen auf ein Darniederliegen der Leberfunktionen 
hin. Die Bedeutung der Kohlehydrate fiir ein normales oder mindestens 
nicht unterwertiges Funktionieren der Leber ist aus Untersuchungen 
der letzten Jahre immer klarer geworden. So mute daran gedacht 
werden, ob nicht die Umwandlung von Fetten in Kohlehydrate durch 
die radikale Beraubung der Leber ihrer Kohlehydrate durch mein 
Versuchsverfahren gestért wiirde. Aus diesem Gedankengang heraus 
habe ich im Versuch 10 und 11 sowohl an fettreichen Tagen wie an 
den Tagen mit Fettzusatz eine konstante kleine Menge von Rohrzucker 
der Nahrung zugesetzt. Wiirde eine nicht zu unterwertige Leber be- 
fahigt sein, aus Fett Zucker zu machen, so miiBten unter den obwaltenden 
Versuchsbedingungen an denjenigen Tagen, welche der Fettzufuhr 
folgten, die Zuckerausscheidungen gréBer sein als an den anderen 
Tagen. Dies ist nun tatsichlich in beiden Versuchsreihen aus- 
gesprochenermaBen der Fall. Versuchsreihe 10 dauerte 39 Tage an, 
Versuchsreihe 11 30 Tage. Die Tiere befanden sich am Ende des 
Versuchs in einem guten Zustande und hatten auch fast das 
normale Kérpergewicht wiedergewonnen. Es ist dies Verhalten dem 
Umstande zuzuschreiben, daB ich in der letzten Versuchsperiode mit 
der Schilddriisenzufuhr in der Nahrung aufhérte, wegen des Beginns 
der Schwiiche der Tiere. Mit dem Aussetzen der Schilddriisenzufuhr 
hob sich, trotzdem alle anderen Eingriffe fortgesetzt wurden, der 
Kraftezustand wieder. 

Um zur Hauptfrage iiberzugehen, so handelte es sich darum, zu 
untersuchen, ob unter den geschilderten Versuchsbedingungen an den- 
jenigen Tagen, wo Fett der Nahrung zugesetzt wurde, die durch 
Phlorrhizin im Harn ausgeschiedene Zuckermenge vergréBert wiirde. 
Zuerst will ich diejenigen Versuche betrachten, bei denen kein Rohr- 
zuckerzusatz der Nahrung beigefiigt wurde. Im Versuch 4 geht der 
EinfluB des Fettes auf die Zuckerbildung klar aus den Versuchsergeb- 
nissen zwischen 15. und 17. November und 19. und 20. November hervor. 
Beide Male folgt auf die Zulage von Fett eine sehr ausgesprochene Stei- 
gerung der Zuckerausscheidung. Die Kurve zeigt Maximalwerte. Ganz 
anders steht es mit der Stickstoffausscheidung, die haufig, wenn die 
Zuckerausscheidung relative Maxima aufweist, im Gegenteil relative 
Minima erkennen laBt. Aus diesem Grunde berechtigt das Resultat des 
Versuchs 4, die Bildung von Zucker aus Fett anzunehmen. Noch deut- 
licher sind die Ergebnisse des Versuchs 6. Die beiden absoluten Maxima 
liegen am 7. und am 21. Dezember. An diesen beiden Tagen wurden 
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5,25 bzw. 5,95 ¢ Zucker im Harn ausgeschieden. Diesen Maxima der 
Zuckerausscheidung entsprechen keine Maxima der Stickstoffaus- 
scheidung. Das tritt auch in dem Werte des Quotienten DN hervor, der 
an den genannten Tagen 2,46 bzw. 3,21 betrug. Die Nachbarwerte 
sind niedriger. An beiden genannten Tagen befand sich das Tier unter 
dem EinfluB des Fettzusatzes. 

Auch in den Versuchen 7, 8 und 9 entspricht in der tiberwiegenden 
Mehrzahl der Falle dem Fettzusaiz eine entsprechende Steigerung der 
Zuckerausscheidung im Harn. Der Nichtzusammenhang mit der 
Stickstoffausscheidung geht sehr schén aus der kurvenmaBigen Dar- 
stellung der Versuche 8 und 9 hervor. Im Versuch 8 ist, abgesehen von 
2 Versuchstagen, die Stickstoffausscheidung annihernd konstant, im 
Versuch 9 hat sie im ganzen eine Tendenz zum Sinken. Auch hier ge- 
statten die Versuchsbedingungen wiederum auszuschlieBen, daB aus einer 
etwaigen Mehrzersetzung von EiweiB die gesteigerte Zuckerausscheidung 
ableitbar wire. Der SchluB erscheint daher zutreffend, daB aus dem 
in der Nahrung gereichten Fett der mehr ausgeschiedene Zucker ge- 


bildet worden sei. 

Die entscheidendsten Versuche sind jedoch die Versuche 10 und 11. 
Den Grund, weshalb sie entscheidend sind, habe ich schon angegeben, 
es ist der Rohrzuckerzusatz in der Nahrung. Derselbe aiuBert sich in 
den analytischen Daten in mehrfacher Weise. Erstens darin, daB die 


Bildung von Acetonkérpem praktisch so gut wie verschwindet. Nur 
je einmal in Versuch 10 und 11 konnte ich meBbare Mengen von Aceton 
nachweisen. Zweitens ist im wesentlichen, wenn wir vom Anfang ab- 
sehen, die Stickstoffausscheidung eine nicht sehr von der Konstanz 
abweichende. Drittens hilt sich das Kérpergewicht auf einer Hohe, 
die das Wohlbefinden der Tiere nicht beeintrachtigt. Ganz anders 
steht es nun mit der Zuckerausscheidung im Harn, wobei wir wiederum 
von der ersten Periode absehen miissen, wo die Phlorrhizininjektionen 
einsetzen. Bei Ratte 10 konnte am 9. Februar 1925 ein Maximalwert 
der Zuckerausscheidung von 6g im Tagesharn konstatiert werden, 
nachdem 3 Tage je 4g Fett der Nahrung zugesetzt worden waren. An 
den 3 Tagen vorher betrug die 24stiindige Zuckerausscheidung 0,03 g, 
4,92 g, 182g. Es ist klar, daB die groBe Steigerung der Zuckeraus- 
scheidung nicht auf das 0,1 g Rohrzucker in der Nahrung zuriickgefiihrt 
werden kann. Sehen wir uns die Stickstoffausscheidung im 24stiindigen 
Harn an dem Tage der maximalen Zuckerausscheidung an, so betrigt sie 
1,24¢, an den 3 Tagen vorher 1,40, 1,34 und 1,29g. Hieraus geht deutlich 
hervor, daB der mehr gebildete Zucker nicht aus EiweiB stammen konnte. 

Genau die gleichen Betrachtungen gelten fiir das zweite héchste 
Maximum am 15. Februar mit 6,04 g. Im spateren Teile des Versuchs 
ist zwar die Zuckerausscheidung schwankend geworden, aber nichts- 
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destoweniger tritt der Zusammenhang zwischen Fettzusatz und ver- 
mehrter Zuckerbildung unverkennbar hervor. 

In der Versuchsreihe 2 ist das gréBte Maximum der Zuckeraus- 
scheidung am 16. Februar 1925 mit 5,64 g im 24stiindigen Harn. Gleich- 
zeitig ist ein relativer Minimalwert der Stickstoffausscheidung von 
1,27 g und ein Héchstwert des Quotienten D/N von 4,42 vorhanden. 
Zusammengehalten mit der Tatsache, daB alles dies nach dreitagigem 
Zusatz von je 4g Fett erfolgt, ergibt sich der SchluB der Neubildung 
von Zucker aus Fett bei unverindertem EiweiBumsgatz. Die 
anderen maximalen Zuckerwerte der Versuchsreihe stehen wiederum 
im Zusammenhang mit einer je dreitigigen Periode von Fettzusatz 
bei konstant bleibender EiweiBzersetzung. 

Ich glaube, daB namentlich die beiden zuletzt genannten Versuchs- 
reihen den Beweis dafiir bringen, da Fett aus Zucker entsteht. Ge- 
sichert wird dieser Beweis dadurch, daB aus den Versuchsdaten sich 
keine Méglichkeit ergibt, die gesteigerte Zuckerbildung aus der Eiweil- 
zersetzung abzuleiten. Aber als wesentliche Bedingung fiir das Ge- 
lingen der Beweisfiihrung hat sich neben der vorherigen Kohlehydrat- 
beraubung und der Verunméglichung des Glykogenansatzes in in Betracht 
kommender Weise die Zufuhr kleinster Mengen von Zucker erwiesen. 
Die Notwendigkeit dieser Zuckerzufuhr lehrt, bei dem jetzigen Stande 
unserer Kenntnisse, eindringlich, daB auch fiir die Bildungsméglichkeit 
von Zucker’ aus Fett der funktionstiichtige Zustand der Leber ent- 
scheidend ist. 

Zusammengefabt, sind die Resultate meiner Arbeit die nach- 
folgenden : 

1. Durch Vorbehandlung mit Pepton, mehr oder weniger dauernce 
Zufuhr von Schilddriisenstoffen und Phlorrhizininjektionen wurden 
Ratten kohlehydratfrei gemacht, der Ansatz von Glykogen verhindert 
und eine dauernde Zuckerausscheidung hervorgerufen. 

2. Zusatz von Fett zur Nahrung fiihrte entweder an den Tagen 
des Fettzusatzes oder sofort darauf zu einer erheblichen Steigerung 
der Zuckerausscheidung im Harn. 

3. Anden Tagen der Zuckermaxima blieb die Stickstoffausscheidung 
entweder konstant oder zeigte sogar relative Minima; der Quotient D/.V 
erreichte Maximalwerte. 

4. Aus den beiden vorherstehenden Satzen ergibt sich, daB Zucker 
aus Fett gebildet wurde, waihrend eine Entstehung aus EiweiB nicht 
in Betracht kam, 

5. Dureh geringfiigigen Zusatz von Rohrzucker zur Nahrung trat 
die Bildung von Zucker aus Fett besonders klar in Erscheinung, was 
daher riihrt, daB der kleine Zuckerzusatz die Leber in einen hinreichend 
funktionstiichtigen Zustand zu der genannten Umbildung versetzt. 
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Datum 


4 
5 


6. 


7. 
8. 
9. 
10. 
1}, 


12. 


1924 


e413 
. XI. 
XI. 
XI. 
XI. 
XI. 
XI. 
XI, 
XI. 


. XI, 
5. XI. 
i. XI. 
. XI, 
. XI, 
| oon 
, ao 
. XI, 


Korper- 
gewicht 


~ 


248.0 
240.5 
225.0 
220.0 
214.5 
206,0 
202,2 
201.5 
179.0 


262.5 
248.0 
240,2 


243.2 
244.2 
240.0 
237.5 
238.2 
227,0 
234.5 
210.2 


207,5 
182.5 
194,7 
195,0 
190,0 
180.5 
185,0 
188,0 
184,0 
169,0 
168.5 


Menge 


in 
24 Std. g 


0,714 
2.926 
3,346 
4,186 
3,500 
2,856 
2,800 
2,422 


0.6860 
1,832 
3.2309 
5,382 
5,152 
4.676 
5,180 
3,080 
2,450 
0,854 
2.828 
1.6184 
2,380 
1,421 
2,100 
3,164 
8,988 
5,544 
4,802 
5,761 
3,920 
8,134 


0,986 
2.338 
3,948 
4,270 
5,964 


5,600 
6,076 
3,206 
3,570 
3,612 
3,962 
2.898 


Stick stoff 
in 100 ccm in 24 Std. 


0.3669 
1.2084 
1,2145 
1,2683 
1.3510 
1,6621 
1,5120 
1,1698 


0,2551 
0.8207 
1,2309 
1,4639 
1,5662 
1,6366 
1,8026 
1,5708 
1,1049 
0,4620 


0,9877 
1,1976 
1,3137 
0,8824 
1,0626 
1,1548 
0,7190 
1,1753 
1,7767 
1,1522 
1,5719 
0,7320 


0,1340 
0.3039 
0.5922 
0,6832 
0.7872 
0,7840 
0.8202 
1,2856 
1,2245 
0.8849 
0,6933 
0,5882 


Harn 


Zucker 


in 100 com 


~ 


0,0829 
0.1376 
0.1204 
0,0748 
0.6818 
1,5625 


5.3571 


0,0346 
0,07634 
0,12295 
0,1060 
0,6666 
0,7317 
5,6603 
1,80124 
5,08474 
6,250 | 
4,2857 | 
5,8823 
6,3157 | 
5.3571 | 
10,144 | 
042552 
0,21276 | 
0,18633 | 
0,19108 
5,2173 
1,0610 


0,1428 
0,1666 
0,15384 
0,18072 
0.2500 
0.25641 
8.2191 
6,52173 
10,256 
11,3571 
8,000 


in 24 Std. 


0.0342 
0.0499 
0.0364 
0.0288 
0.3968 
0.8437 
2.5874 


0.0155 


0,02908 
0.03344 
0,03222 
0.23331 
0.25463 
2.8867 
0.8123 
2.7508 


2.0812 
3,1714 
3.2470 
3,9220 
2.7107 
3.7025 
0,03404 
0,0451 
0,0689 
0,0382 
2.0921 
0.0954 


0,0185 
0,0249 
0,0246 
0,0238 


0,0350 
0.0346 
3,2958 
2.2369 
2.5127 
1,9874 
1.6240 


mg Aceton ir 


pra- 
formiertes 


19,340 
8.4612 
3,9163 


15.5205 
69,624 
10.340 
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Futterung 


Witte Fett Bemerkungen 


Quotient Gekochtes Pepton Schild. Natr. 
D Fleisch drusen* carb. 


Phlorrhizin- 
einspritzung 


—_ tablett 
N g eg g — 8 


Brot und Milech 


om , . Alles getressen 


on 


0,025 5 
0.23 a 
0,55 0,05 


2:21 ~ 


bo bo bo bo bo lo = 





onchen), 


eo | 


45g Futter von gestern 
nicht gefressen 
— Alles gefressen 


to 
+ 


0.025 Eine sehr kleine Menge 
ia | nicht gefressen 


obo bo be 
roo 


t 
= 
o 


— 0,05 Alles gefressen 

1,83 — — ° ° 

0.73 0,05 Ms . 

5.95 — 28g von gestern nicht 
gefressen 

2.10 ‘ 0.05 7g nicht gefressen 

2.64 5 3 — Alles gefressen 

2.47 “ 0.05 ‘ q 

444 ; An : : 

2 55 0.05 > 7 

3.20 — 


“ 
to 


33 


hen). 


5g nicht gefressen 
Fast alles gefressen 
Alles gefressen 
Eine kleine Menge nicht 
gefressen 
5.5g nicht gefressen 
Alles gefressen 
8,407 . : om 
oe Se - 
9340 664 2.86 31/5 g nicht gefressen 
— 47210 276 — Fast nichts gefressen 


5.5203 
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Harn 


Korper Stickstoff Zucker mg Aceton i 


Datum N 
gewicht lenge 


4S d in 100cem in 24 Std. in 100cem_ in 24 Std pra: 
1924 | <# Std. g g ra g formiertes 


220.5 25.3 1.0632 0.2689 —_ — 
212.0 24,7 4,172 1.0304 0.07947 0.01962 
204.5 29.2 5.600 1.6352 0,09677 0.02825 
199.0 27.0 6,342 1,7123 0.10273 0.02773 
196.5 30.8 4,788 14747 0.07434 0.02289 
190.5 60,2 2.940 1.7698 64855 3,9042 


AA 


194.0 29.0 5,432 15752 0.7777 0.2255 
192.0 66.3 2 534 1.6800 63291 4.1961 
192.0 60.5 3.780 2.2869 14037 08492 
180.2 80.0 2.660 2.1280 6.5573 5.2458 
200.2 47.8 3.584 1.7131 3,7527 1.7937 
195.7 77,1 2.534 1.9537 59701 46029 
190.5 54.2 3.388 1.8362 3.1240 1.6932 
182.5 73.0 1,568 1.1446 3.7500 
192.0 62.5 2.702 1.6887 2.0120 
164.0 29.2 3.701 1,0833 10,9090 
184.0 52.6 3,346 1.7599 3.7267 
188.0 62.0 2.324 1.4408 78947 
190.0 418 " 3,962 1.6561 4.1095 
181,7 72.0 2,506 1.8043 5.8479 
179,2 66.6 2.780 1.8181 5.1282 3.4153 — 
175.5 80.3 2 604 2.0910 6.7593 5.4291 0.6610 
185.7 39,7 3,892 15451 4.2553 1.6893 

178.5 66.0 2 800 1.8480 9.0090 5.9459 

190.5 36.8 3,696 1.3601 54054 1.9891 

1915 45.5 2,4! 1.1147 7.8534 3.5732 


0.5802 
1.4505 
Spuren 


= to = 


$0 =~ Be 


23s 
t 


ALAA LLFAFZAZL ZAZA LF,ALS 


_— 
bo 
pe 
= 


AA 


ALAA 


178.0 tls = om 
179.0 , 0.1960 — — 

171.0 | 3.276 0.3961 0.12295 0.01475 

1615 * 4,735 0.8612 0.14285 0.02599 

160.0 . 1.1739 0.11952 0.03083 

157,5 24, 76 1.1566 0.13452) 0,03268 

159.0 06 1.1200 0.13157, 0,02907 

160.0 ht 1.1434 7,5000 | 2.7225 

158,2 2s 1.3495 0.9389 | 0.2948 

155.5 3,22 1.5359 6.4516 3.0774 

150.2 3.5$ 1.4499 3,4682 1.3976 

134.0 032 0,5765 15,7894 2.2578 6.2850 

150.2 (75 1.3790 5.8252 | 2.9126 2.4175 

150.0 3 32 1.2224 7.8125 4.1093 7,4060 

145.0 2 16 1.2719 64516 2.5935 3,6312 

139.5 47 1.6354 54054 3.5075 

134,0 3,43¢ 1.6841 2.6666 1.3093 

141,7 35, é 1,2285 5.1020 | 1.7908 15,5687 

146.5 46 1.0227 0.3111 | 0.07124 9.2243 

144.2 , 1.2320 6.9767 3.0697 6.8829 

149.0 21 1,0792 0.8695 | 0.1904 1.9092 13,7610) 
159.5 Bf 0,8230 7,7120 | 2.1902 11,6047 32,0070 
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Futterung 


Quotient Gekocht. rapeen Fett Schild. Natr. 
dD Fleisch te . drisens carbon 
\ tablette 


Bemerkungen 


Vhlorrhizin- 
einspritzuny 


8 ~ ~ 


Brot und Milch 
5 - 


Alles gefressen 





0.05 . “ 

ome Alles gefressen. Fleisch 
schwer zu entfetten 

0.05 Alles gefressen 


0.05 


0.05 


— 38 g nicht gefressen 

0.05 Alles gefressen 

— 23g nicht gefressen. Kein 
Wasser getrunken 

0,05 Alles gefressen 


0.05 


0.05 
8480 08 0.05 
#48 46 0.05 
5139 3,2 . : aaa 
inchen), 
‘ot und Milch 


~ 


= 95g nicht gefressen 


10 8 - a 
— Alles gefressen 


to = bo bo to 


0,05 - ° 

a 12g nicht gefressen 

0.05 19g . a 

— Alles gefressen 

0.05 - a 

— S48 nicht gefressen. Kein 
/asser getrunken 

0,05 Alles gefressen 


0.05 7 
0,05 
0,05 
0,05 


— ee et ee 


[> ae ee | | 


. 7610 
 OO7T0 


| 
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Harn 


K . - 
— Stickstoff Zucker mg Aceton in 1 


) 
oom gewicht Menge 


= in 100 com | in 24 Std.) in 100 ccm in 24 Std. ‘ 
1925 g 24 Std. e sis 8 we oe , fenmiertes 
anche 
209.7 ome _ _ 
211.5 0.2196 — — 
213.5 0,6844  0,06916 0,0174 
207.5 15513 0.05408 0.0236 
202.5 1,2642 0,09141 0,0303 
197,0 15769 52910 3.3862 
189,0 3,2 1,6050 7,0588 3,9670 
1850 15172 9.0909 6,0818 
188,7 1.3861 6.6666 2.9466 
186,0 13905 91463 | 46829 
188,0 13014 2.0689 0.4634 
179,7 2.1175 7,7720 4.2746 
188,0 K 1,5068 6.8965 3,1585 
183.0 2,342 1,6000 9.8360 5.5376 
1815 13482 0.2544 0,0763 
177.5 t 1.3507 98,7719 4.2105 
181,0 1.3611 2.2727 0,6840 — 
177,7 05120 13,3928 1.9285 16,4030 
178,5 1.1875  5,0000 1,8850 1,6040 
175,7 1,5055 7.1258 4.0759 
172,0 1.4528  0,7017 0.2582 
166,0 15708 95238 4.8571 
169.0 1,2902 | 2.7397 1,0520 
173,0 15194 6.9060 3,0593 3.111: 8.972 
178,0 1.0846 0.7228 0.1604 S215 1.003 B4049 
174,0 15098 94936 | 4.6328 sia 
174,2 33, 13716 1.6000 | 05296 opi om - 
174,2 1.2258 11,4503 4.8434 2.2633 =—:11.932 Bh0046 
180,2 1.2896 25751 0.7210 0.2060 = 18.293 95797 
Ratte HRannch 
176.0 _ ane - 
177.5 0,1627 _ — 
181.5 ‘ 0,6047 | 0,09000' 0.0168 
172,7 32, 1,2085 0.09828 0,0321 
169.5 1.1222 001058 0.0253 
163,2 ’ 1,3499 7,8125 4.3046 
157,2 13992 46153 1.8599 
156,0 14292 53763 2.6773 
161,0 1,0668 0.1081 0.0216 Spun 
158.5 36, 13410 11,6783 4.2852 6.7019 2 102 
155,0 1.2238 2.4639 0,5790 —_ 
150,0 1.4682 8.8235 4.0764 _ 
159,7 10819 45112 1.0375 . 
158,5 22 1,3234 9.2592 3.8055 19.9117 22,132 
159,2 1.2912 05841 0.1425 Spure 
150,0 1,0698 01898 0,0377 
150,7 0.4502 10,2040 1,6326 26,8960 32,5140) 
147,0 4$ 0,3594 10,5263 0.8315 3,4270 7,6430 
146.5 0.8761 11,4068 3.3992 Spuret 
145.5 0.6160 3.5928 1.4371 
132,2 1.4325 2.3809 0.8833 
1315 1.4424 0.2439 0,0790 
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Futterung E g 
2 otie ie . Shi Rohre ae 
ae ee Qu oun Fleisch |Pepton Fett — ouien § z Bemerkungen 
Siure i mg N ‘ g ‘ tablette = § 
Rattagannchen). 
_ a“ a © Pe en 
_ — 25 2 — l — —_— Alles gefressen 
an 25 2 — l _ ° ° 
ood 35 - —_ l —- 0.05 a - 
2.14 35 — _ l --- . . Appetit gesteig 
2.47 35 — — l — 0.05 ss x 
: = 4.00 35 — 4 1 _- - ‘ . : 
a 2.12 35 — 4 1 — 0.05 2 ss 4 . 
6124471 3,36 35 —_ one l _— a - ‘ 2 
Spurs 0.35 35 —- — l 0,10 0.05 . é a - 
201 35 — 4 l 0,10 — .  Polyphagisch 
. 2.09 35 — .4 l 0,10 0.05 . : 
_ 3,46 35 — — l — —_ : * ; 
2 643 BP4316 = 35 — — l — 0.05 a 7 - 
. 3.11 35 — — l - z a + 
: - 0,50 35 — 5 l — 0.05 s , e 
25.207 BR0048 3.76 35 — l — _ ~ Appetit vermind. 
4,779 HR4063 1,58 35 = l — 0,05 = = Ae n 
— — 2.70 35 — — l — ™ _ Poly phagisch . 
- - 0,17 35 — — l — 0.05 a . 7 
—_ - 3.09 35 — — l -- — 7 - 
= 081 35 — 4 l — 0.05 a a é 
8,972 #3529 2,01 35 — 4 ] — _ ; ‘ 
1.003 Bhs 0,14 35 — oa l —_ 0.05 3 s . 
- 3,06 35 — an ] — iit . ; ; 
nit _ 0,38 35 —- 4 l — 0.05 % = A 
11,932 B06 = 3,95 35 _ 4 1 — — : x 
18.203 BB 5797 0,55 35 — 4 l -—— 0,05 x ‘ ‘ 
Ratte fflannchen). 
- —- Brot und Milch _- 
_ 20 2 l — 
— 20 2 — l — Alles gefresscn 
— 20 2 _— 1 _ ° . 
— 30 l —_ 0,05 m . Appetit gesteig. 
3,18 30 — — | " . a . 
1,32 30 l — 0,05 * a = = | 
_ 187 | ® = 4 l ‘ - ‘ ; / 
Spuref 0,02 30 4 I 0,05 ° . - . / 
2 10202310 3,19 30 —_ - ] _ ° . . ; 
od 0.47 30 — l _ 0,05 a eae ‘ 
— 2.77 30 _ 4 2 —_ —_ ~ . Polyphagisch 
0,95 30 4 $s 0,05 E s 7 
2 1320 2790 2.85 30 — — l -_— — » . 
Spure 0,11 30 — l — = 4 4 
_ — 10 4 l 0.05 e se ‘ 
32 5) 4085056 3.62 10 — 4 l -- — 4 ns Diarrhoc 
7.64308 8746 2.31 30 — l 0,05 m 3 e 
Spure 3,87 30 — — l _ ‘ .  Polyphagisch 
2,33 30 l — 0.05 ¥ P 
30 — —_— 1 — a. ‘ ° 
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Korpers Stickstoff Zucker mg Aceton 
gewicht Menge 
in 


Datum 


in 100 cem in 24 Std. in100ccm_ in 24 Std. pra- 
24 Std. formiertes 


£ e z ~ 


2285 — -_ — 
227,0 1142 0.2238 — 
231,0 3.766 O9151 0.0943 0.0229 
226.5 4,186 1.2641 0.1045 0.0315 
222.0 4.956 1,1894 0.1321 0.0317 
221.5 5.096 1.5084 0.1195 0.0353 
217.5 2.758 1.7099 7,0028 4.3417 
214.5 3.234 1.8175 7.2289 4.0626 
206.7 2.604 1.6665 8.1743 65,2315 — 
4.970 14015 0.1333 0.0375 — 
3.416 1.3459 12.5000 4.9250 1,03063 
5.614 1.2968 7.8947 1.8236 
2.688 1.2418 12,9874  6,0001 
6,132 1.2202 0.2750 0.0547 
3.150 11,5876 84745 42711 
3.570 =1,9206 8.6940 4.6763 
2.688 1,6316 8.1300 4,9347 
4.536 1.5513 2.7149 0.9284 
2.954 1,7783 10,0334 , 6,0401 
4.088 1.5370 5.7692 2.1692 
214.0 , 2898  1,6373 10,1010  5,7070 
200.5 4,172 2.0025 8.8335 4.2352 
200.5 3.052 1,7518 8.9820 5.1556 
202.0 4.788 15130 2.9702 0.9385 
194.0 3,248 1.7536 7.9365 4.3095 
191.5 4648 1.7662 5.9405 2.2573 
190.0 4942 14924 0.2830 =0,0854 
194.2 3.066 1.2264 9.2307 3.6922 
199.5 4,228 15178 4.2857 1.5385 
205.5 3,052  1,4222 68306  3,1830 
209,2 4.564 1.5700 0.1675 0.0576 
213.0 3,374 1,4710 4.7029 2.0504 
214.0 4648 16314 0.1399 0.0491 
213.0 | 2.588  1,5912 6.7567 3.9999 
219,2 4.004 1,3733 2.3809 08166 
2175 3.220 § 1,6389 9.3457 4.7569 
219.7 : 4494 15639 6.1059 2.1248 
218.0 2.788  1,3967 9,6026 4,8109 


a ee 
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Quotient 
I 


Loete \ 


2.53 
2,23 
3,1 

0.02 


» 
0 


344u gL 3.65 
1.40 
4.83 
0.04 
2.69 
2.38 
3,02 
0.59 
3.39 
141 
puren 3,48 
211 
2.94 
0.62 
2.45 
1,27 
0.05 
3.01 
1,01 


9 o- 


0.03 

1,39 
~ 0.03 
- 2.51 
_ 0,59 
2.90 
1,36 
3.44 
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Futterung 
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drusens 


tablette 
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zucker 


0.10 


0.10 


0.10 


0.10 


0.10 


0.10 


0.10 


0.10 


0.10 


enspritzung 


Phiorrhizin- 


0.05 


0.05 
0.05 
0.05 


0.05 
0.05 
0,05 
0.05 


0.05 


0.05 
0.05 


0.05 


Bemerkungen 


Alles getressen 


Schilddruse 
Schwache 
7 g nicht getressen 


Appetit gesteig 
Polyphagisch 


wegen grofer 
autgehoben 


Alles gefressen. Polyphag 


Appetit vermind 


ee 


on we 
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Harn 
Korper- 


Datum onstahet Stickstoff Zucker mg Aceton in 1) 
gewie : — “ 


Menge 


in . ; > Ss i o 
“Sta. 100cem in 24 Std. in100ccm_ in a Std. pra- 
~ . ~ ~ ~ 


tormiertes 


168.5 come — om om _ 
170.2 7,3 0.841 0.1454 — 
169.5 24.5 2562 0,6302 0.0847 0.0208 
1615 37.0 3,192 11810 0.0625 0.0231 
23,0 4,606 10593 O,1978 0.0362 
20,7 4,704 09737 01538 0,0318 
44.1 2.338 10310 17,6335 3.3663 
44.0 2.786 1.2258 65200 2.8688 
67,1 2.716 18224 40214 2.6983 
44.9 3.052 1.3703 0.1951 0.0875 
50.7 2.478 1,2563 5,2631 2.6685 
46.4 2.744 12732 85714 3.9711 
60,7 2.100 1.2747 9.2879 5.6377 
36,3 4.088 14839 65217 2.3673 
62.8 2.730 1.7144 6.1425 3.8574 
60.5 2,357. 1,4263 47393 2.8672 
53.8 2.7726 14913 58309 3.1370 
44.0 2.954 1,2997 54545 2.3999 
55.1 2.450 13499 7.5566 4.1635 
39.6 3,150 1.2474 7,6923 3,0461 
28.0 2.674 0.7487 11,5403 - 3.2060 
36,2 3,486 12619 54054 1.9567 
46.0 2.674 1.2300 6.7500 3.1050 
37.8 3,262 1.2330 1.6901 0.6388 
55,2 2.464 1,3601 46189 25496 
30,2 4.494 1.3571 0.8000 0.2416 
53,0 2.576 13652 80213 42512 
36,1 3,276 1.1826 5.7692 2.0826 
2.646 1.2277 9.3750 4.3500 
3,468 1,1687 6.3008 | 2.1233 
(7H. 18 20 2% 22 28 2% 25 26 27 28 29 
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Futterung 


Quotient > — ; Schild- Rohrs 
D Fleisch Pepton Fett drisen. zucker 


8 tablette g 


Bemerkungen 


Phlorrhizin- 
einspritzung 


nv 


Alles getressen 


bo bo bo bo 


0.10 0.05 
0.10 0.05 
0,10 0,05 Polyphagisch 

— _ Appetit vermind 
0,10 0.05 

ous =< ~ gesteigert 
0.10 0,05 e ° 

<— — Polyphagisch 
0,10 0,05 


0,10 0,05 


0.10 0.05 Wegen grofer Schwache 
Schilddruse aufgehoben 
—— — 7,2 g nicht gefressen. Appetit 
vermindert 
0,10 0,05 Alles getressen. Appetit ver 
mindert 
—_ — Alles gefressen. Appetit gest 
0,10 0,05 Ebenso 
— — Ebenso 
0,10 0,05 Alles gefressen. Polyphagisch 
— =< Ebenso 
0.10 0,05 2g nicht gefressen. Poly 
phagisch 
— ~— Alles gefressen. Polyphagisch 


| ous bas tm OO tO a Ot os | 


% 1% 9697 78 99:20 97 r? 


ker 
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—~ Harnmenge 
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Korpergewicht -—~ & 


Abb. 2. Ubersichtskurve 2. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 84. 


Untersuchungen iiber den respiratorischen Stoffwechsel bei 
Arbeit in seiner Beziehung zu den Driisen mit innerer Sekretion. 


Von 
George M. Curtis. 
(Medical Fellow of the National Research Council, Chicago.) 
(Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 7. August 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen an normalen Tieren. 


Die Beziehungen zwischen Grundumsatz und den Driisen mit 
innerer Sekretion nehmen einen sehr breiten Raum in den Forschungen 
zur Lehre von der inneren Sekretion ein, und wir verdanken denselben 
sehr wertvolle Aufschliisse. Es scheint an der Zeit, tiber die eben ge- 
nannten Beziehungen hinauszugehen und auch den respiratorischen 
Umsatz bei der Arbeit zur Untersuchung von Fragen der imneren 
Sekretion heranzuziehen. Es ist klar, daB aus mannigfachen Griinden 
die Driisen mit innerer Sekretion in die Bedingungen der Arbeits- 
leistung eingreifen kénnen, was sich wohl auch in dem Verhalten des 
respiratorischen Stoffwechsels bei der Arbeit. wiederspiegeln wiirde. 
Unzweifelhaft diirfte das fiir diejenigen Driisen gelten, fiir welche 
geniigende Anhaltspunkte dafiir vorliegen, daB sie die Muskelarbeit 
irgendwie beeinflussen. Aber auch fiir diejenigen Driisen mit innerer 
Sekretion, wo solche unmittelbaren Beziehungen bis jetzt nicht klar 
hervortreten, diirfte das Studium des Arbeitsstoffwechsels nicht un- 
fruchtbar sein. 

Gelegenheit zu derartigen Untersuchungen bot sich mir durch die 
Anregung von Prof. Asher, den von ihm konstruierten Apparat zur 
Untersuchung des respiratorischen Stoffwechsels bei der Ratte zu 

Biochemische Zeitschrift Band 164. | 
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benutzen. Dieser Apparat wurde von ihm konstruiert, um an den- 





ii ] jenigen Tieren, welche im Berner physiologischen Institut so haufig 
a zu Stoffwechseluntersuchungen herangezogen worden sind, die Be- 
: ziehungen zwischen Arbeit und innerer Sekretion zu studieren. 


Ich beschreibe den Apparat, der von der Firma A. Stoppani & Co. 
Bern, hergestellt wird unter Bezugnahme auf beifolgende Abbildung. 























Der Apparat ist eine Metallkammer von 5690g Gewicht. Er 
besteht aus einem schwereren AuBengehause mit einer leichteren Innen- 
trommel, die durch eine Achse mit einem an der Peripherie gerieften 
Rade verbunden ist. Rings um die Trommel, zwischen ihr und dem 
Gehiuse, befindet sich ein Luftraum von 7 mm. Eine schwere metallene 
Platte ist mit der Vorderfliche des Apparats verschraubt, wobei ein 
weicher, dicker Gummiring den Rand luftdicht macht. Die Achse der 
4 Trommel wird durch eine spezielle Vorrichtung von A. Stoppani ge- 
i dichtet. (Der Apparat kann von der Firma A. Stoppani & Co., Bern, 
bezogen werden.) 

Im unteren Teile der Metallscheibe befindet sich ein kleines Glas- 
fenster von 7cm Durchmesser zur Beobachtung der Ratte wiahrend 
i des Versuchs. Das dicke Glas des Fensters wird durch eine harte, 
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etwas elastische Wachsmasse gedichtet und -gefestigt. Die beiden 
MetallfiiBe des Apparats dienen zur festen Verschraubung mit einem 
Tisch. 

Die Trommel ist 8 cm tief und hat einen Durchmesser von an- 
nihernd 20cm. Der berechnete Umfang betragt 62,5em. Wiahrend 
des Versuchs wird die Trommel von einem Elektromoter langsamen 
Ganges, der am Tisch festgeschraubt und mit dem Apparat durch einen 
Lederriemen verbunden wird, gedreht. Der Motor wird durch einen 
Rheostaten reguliert, so daB die Tromme)] mit der gewiinschten Ge- 
schwindigkeit rotiert. In meinen Versuchen wurde eine konstante 
Geschwindigkeit von 25 Umdrehungen in der Minute aufrecht erhalten, 
was 1500 pro Stunde entspricht und einem von einem Punkte der 
Trommel zuriickgelegten Weg von 1 km. 


Die Umdrehungen pro Minute wurden an dem iauBeren Rade 
gezahit. Luft wird durch den Apparat durch zwei auf entgegengesetzten 
Seiten gelegene Réhren von 9mm Durchmesser durchgesaugt'!). Zwischen 
dem Rande der Trommel und dem Gummiring, welcher die Vorder- 
platte dichtet, befindet sich nur ein schmaler freier Raum, derselbe 
geniigt fiir einen freien Durchtritt von Luft, ist aber zu schmal, als daB 
sich die FiBe der in der Trommel laufenden Ratte darin fangen kénnten. 


In allen Versuchen wurden minnliche Albinoratten angewandt. 
Diese miissen zunichst an den Aufenthalt in dem Apparat fiir den 
Ruhegrundumsatz gewéhnt werden; dann miissen sie fiir das Laufen 
waihrend der Arbeitsversuche trainiert werden. Die Ergebnisse der 
vorliufigen Versuche an den Ratten A und B finden sich in Tabelle I 
und III. Bei den Ratten D, E und F wurde zu den vorliufigen Ver- 
suchen auBer dem neuen Apparat der altere Apparat von Asher fiir 
kleine Tiere benutzt. 


Beim Trainieren der Ratte zum Laufen in der rotierenden Trommel 
erwies es sich am praktischsten, anfanglich langram mit der Hand die 
Tromme! zu drehen, bis die Tiere sich daran gewéhnt hatten, zu laufen. 
Die Geschwindigkeit wurde dann gesteigert, bis man den Motor be- 
nutzen konrte, der 25mal in der Minute cie Trommel umdrehte. An- 
fanglich machen die Tiere verschiecene Versuche, sich dem Zwange 
zum kontinuierlichen Laufen zu entziehen, allmahlich lernen sie jedoch 
waihrend des gréBten Teiles des Versuchs gleichmaBig zu laufen. Bei 
Ratte A, Tabelle II, war die GleichmaBigkeit der Arbeit ganz auBer- 
ordentlich; bei Ratte F, Tabelle XII, war die Arbeit recht ungleich- 
maBig. Dieses Tier verrichtete tatsichlich mehr Arbeit in dem Be- 
streben, sich der regelmaBigen Arbeit zu entziehen. 


1) In der Figur liegen die beiden R6 ren versehentlich gleichseitig. 


7* 
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Der Apparat ist so konstruiert, daB er dem Tiere keinen Ruhepunkt 
darbietet. Die einzige Weise, in welcher das Tier versuchen konnte. 
sich dem Laufen zu entziehen, bestand darin, daB es sich gegen zwei 
Wande lehnte und sich schleifen lie}. Durch eine kurze beschleunigende 
Bewegung an dem Rade wurde das Tier wieder gezwungen, zu laufen. 
Jedes Arbeitsexperiment dauerte | Stunde, und wahrend der ganzen 
Zeit habe ich die Vorginge genau beobachtet. Alle 5 Minuten wurden 
1 Minute lang die Umdrehungen gezahlt. 

Alle Arbeitsversuche wurden im niichternen Zustande ausgefiihrt, 
nachdem sich das Tier 16 bis 20 Stunden jeder Nahrung enthalten 
hatte. Die Berechnungen wurden nach der von Asher und Danoff') 
angegebenen Methode ausgefiihrt. Als ein Beispiel der Berechnungsart 
gebe ich die nachfolgende Tabelle. 


Ratte A. Rote Zeichnung am Hals. Temperatur 17,5°. 
6. Januar 1924. 





Vor dem Nach dem 


Versuch Versuch 
Apparat leer. . . 5696.13 5696.13 
Apparat mit Ratte 5933.11 5992 62 0,490 Gewichtsverlust 
H,SO,-Flasche . . 639,47 639,90 0,430 Wasser 
Natronkalkflasche 3583.72 348492 1,200 gebildete CO, 
5933.11 — 569613 296.98 Wasser vom Tier 
1200+ 0,430— 0,490 1,140 O,-Vebrauch 
1,200 : 1 Stunde , 296,98 4,040 CO, pro kg und Stunde 
1,140 : 1 Stunde . 296,98 3,838 O, pro kg und Stunde 
4,040 .508,5:1 Stunde . 3,838 . 700,0 = 0,765 Respirator. Quotient 


35 08’ Anfang der Arbeit 
3 13 25 Umdrehungen pro Minute 125 Gesamtumdrehungen 


3 18 26 o ” o 130 

3 23 25 - " -" 125 

3 28 30 - * * 150 

3 33 26 os ¥ = 130 

3 38 25 ee _ = 125 ‘a 
3 43 25 - he on 125 

3.48 26 - e » 130 

3 53 24 - o» °9 120 

3 58 23 o 99 99 115 

4 03 23 - - - 115 

4 08 26 99 es 99 130 
Gesamte Umdrehungen ... . .1520 
Umfang des Rades .*. . . . . . 62,52cm 
Zuriickgelegte Entfernung . . . . 950,2 m 


1) Diese Zeitschr. 98, 44, 1919. 
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Normaler Grundumsatz CO, pro kg u. Std. . . 2.514 
Arbeitsgrundumsatz OO, «o 2 0. 0 * + 4,040 
Uberschiissiger Arbeitsgr. CO, ., . » « +: 1,536 
Uberschiissig. Arbeitsgr. CO, prokgu.Std. 1,536 di tain 
Normaler Grundumsatz CO, pro kg u. Std. 2.514 : 
iiberschiissige CO, iiber normalen Grund- 
umsatzwert. 
Normaler Grundumsatz O, pro kg u. Std... 2,498 
Arbeitsgrundumsatz 0, . =. s+ we 8 5 3,838 
Uberschiissiger Arbeitsgr. O, oe a ae ee 1,340 
Uberschiissiger Arbeitsgr. O,prokgu. Std. 1,340 
: - 53.6 Proz. 
Normaler Grundumsatz, O, pro kg u. Std. 2,498 
iiberschiissiger O, iiber normalen Grund- 
umsatzwert. 
Uberschiissig. Arbeitsgr. CO, pro kg u. Std. 1,536 1 e05e 
Durchlaufene Entfernung 0,9502 me 
CO, pro kg u. km pro Std. 
Uberschiissig. Arbeitsgr. O, pro kg u. Std. _ 1,840 aloe 


Durchlaufene Entfernung 0,9502 
O, pro kg u. km pro Std. 


Alle Wagungen wurden auf einer besonderen Wage, die auf 10 kg 
genau wog, ausgefiihrt. Um Zeit zu ersparen, wurden die drei zur 
Sammlung der Kohlensaure dienenden Flaschen zusammen gewogen. 

Die wichtigste mégliche Fehlerquelle in den Versuchen war eine 
nicht hinreichende Luftdichtigkeit des Apparats. Der mehrfach be- 
stimmte Saugdruck des Apparats belief sich zwischen 23 und 26 mm Hg, 
deshalb wurde der Apparat haufig daraufhin gepriift, ob er einen Unter- 
druck zwischen 30 bis 40 mm Hg aushielt. Niemals, selbst bei wieder- 
holten Priifungen fand sich die geringste Undichte an der nach auBen 
fiihrenden Achse. 

Sechs Tiere dienten zur Untersuchung. Die Resultate der 32 Be- 
stimmungen des Grundumsatzes und der 41 Bestimmungen des Arbeits- 
umsatzes bei Innehaltung der Grundumsatzbedingungen hinsichtlich 
der Nahrung ergeben sich aus den Tabellen, die ich am Ende meiner 
Arbeit zusammengestellt habe. Die Tiere wurden unter gleichen Be- 
dingungen gehalten und wurden mit Brot und Milch ernihrt. Das 
Gewicht der Tiere schwankt zwischen 117 bis 312 g. 

Fiir jedes Tier wurde der durchschnittliche Gewichtsverlust in 
der Stunde und das an die Schwefelsiure-Vorlageflasche abgegebene 
Wasser ermittelt. Jedoch kénnen die gefundenen Zahlen nicht immer 
als der genaue Ausdruck des Gewichtsverlustes und der Wasserbildung 
durch das Tier betrachtet werden, da eine variable Wasserkondensation 
an den Innenwiinden eintreten konnte. In vielen Versuchen waren 
allerdings die Winde des Apparats trocken, nach anderen waren sie 
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jedoch mit Trépfchen von Kondensationswasser bedeckt. Die Menge 
war von der Temperatur abhangig. Alle Versuche wurden bei Zimmer- 
temperatur ausgefiihrt, und sowohl die Versuche wie die Tiere wurden 
langere Zeit vor Beginn des Versuchs in dem Versuchsraum gehalten. 
Die durchschnittliche Temperatur betrug in den 12 Versuchsreihen 
zwischen 17,3 bis 18,8 °C. 

Der normale Grundumsatzwert der Kohlensaure betrug fiir sechs 
Tiere zwischen 1,943 g pro Kilogramm und Stunde; derjenige des Sauer- 
stoffsverbrauchs 1,893 bis 2,498 g, der Respirationsquotient betrug im 
Durchschnitt in 32 normalen Grundumsatzbestimmungen 0,734. 

Die Umdrehungen der Trommel variierten zwischen 1508 bis 1536; 
der zuriickgelegte Weg belief sich auf 943 bis 960m. Bei drei Tieren 
war das Laufen wahrend der standigen Beobachtung gleichmaBig, bei 
zweien unregelmaBig und bei einem Tiere (F) sehr unregelmaBig. 

Die durchschnittliche Kohlensaureausscheidung betrug wahrend 
dieser annahernd konstanten Muskeltatigkeit 3,899 bis 4,707 g pro 
Kilogramm und Stunde, im Mittelwert 4,138 g. Der durchschnittliche 
Sauerstoffverbrauch schwankte zwischen 3,516 bis 4,118 g, im Durch- 
schnitt 3,709 g. Wiahrend der Muskeltitigkeit’ erhéhte sich der Re- 
spirationsquotient und belief sich zwischen 0,779 bis 0,831. 

Der niedrigste Respirationsquotient wurde bei zwei merklich fett- 
reichen Tieren (A und B) festgestellt. Der héchste wurde bei dem- 
jenigen Tiere gefunden, welches am unregelmaBigsten arbeitete und 
welches tatsichlich bei dem Versuch, sich dem gleichmaBigen Laufen 
zu entziehen, die gréBte Arbeitsmenge leistete. 

Die bei Arbeit auftretende iiberschiissige Kohlensiureausscheidung 
habe ich dadurch berechnet, daB ich von der gesamten Kohlensiure- 
ausscheidung die beim normalen Ruheumsatz gefundene Kohlensaure- 
menge abzog. Sie belief sich von 1,385 g pro Kilogramm und Stunde bis 
auf 2,764 g, durchschnittlich 1,819 g. Die prozentische Erhéhung tiber 
den normalen Ruhewert betrug von 55,1 bis 142,3, durchschnittlich 
80,8 Proz. Die Steigerung des Sauerstoffverbrauchs betrug zwischen 
1,080 bis 2,225 g pro Kilogramm und Stunde, durchschnittlich 
1,124 g. Die entsprechende prozentische Steigerung betrug von 
43.2 bis 117.5, im Durchschnitt 63,6 Proz. 

Ich habe versucht, die Ergebnisse auf einer einheitlichen Grundlage 
dadurch vergleichbar zu machen, daB ich den durchschnittlichen Gas- 
stoffwechsel pro Kilogramm, pro Kilometer und pro Stunde fiir jeden 
einzelnen Versuch berechnete. Auf diese Weise erhielt ich fir die CO, 
einen Durchschnittswert von 1,912 g, fiir den O,-Verbrauch von 1,484 g 

Es ist nicht leicht, sich dariiber zu versichern, dab die Ratten 
wirklich den berechneten Weg zuriickgelegt haben, dabei denselben 
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Energiebetrag pro Kilogramm und Stunde wahrend der verschiedenen 
Experimente aufwendend, schon deshalb, weil der Charakter der Arbeit, 
wegen der Versuche der Tiere, das gleichmaBige Laufen zu vermeiden, 
variiert. Tatsichlich aber weisen meine Ergebnisse auf eine auffallende 
Ahnlichkeit des Gasstoffwechsels hin und lassen daher den RiickschluB 
auf eine Ahnlichkeit der Leistung zu, wenn die verschiedenen Tiere in 
Riicksicht gezogen werden. 


Die von der Ratte A ausgefiihrte Arbeit war ganz gleichmiBig. 
Als erstes Versuchstier hatte ich auf dasselbe betrichtliche Zeit zum 
Trainieren verwandt und habe die meisten Versuche an diesem Tiere 
angestellt. Ratte F nahm eine véllige Ausnahmestellung ein. Der 
normale Grundumsatz war der niedrigste von den sechs Versuchstieren. 
der Respirationsquotient auch wihrend der Arbeit der héchste. Das 
Tier versuchte in jeder Weise, sich dem gleichmaBigen Laufen zu ent- 
ziehen, deshalb war auch die geleistete Arbeitsmenge die gréBte in 
der ganzen Reihe und tragt dazu bei, den Durchschnittswert fiir die 
iibrigen fiinf Tiere, die mehr gleichmaéBig waren, zu erhéhen. Infolge 
des niedrigen normalen Grundumsatzes sind auch die errechneten Er- 
héhungen der CO,-Ausscheidungen und des O,-Verbrauchs viel gréBer 
als diejenigen der anderen fiinf Tiere. Tatsichlich geben die anderen 
fimf Tiere ein getreues Bild des normalen Arbeitsgrundumsatzes, 
wahrend die Ratte F eine Ausnahme darstellt. 


Durch meine vorstehenden Untersuchungen iiber den Arbeits- 
gasstoffwechsel normaler Ratten ist die Grundlage gegeben, um zu 
den Untersuchungen iiber die Beziehungen zwischen innerer Sekretion 
und Arbeitsleistung iibergehen zu kénnen. Meine nachfolgende 
Arbeit bringt einen ersten Beitrag hierzu, indem sie den Arbeitsgasstoff- 
wechsel bei Fiitterung mit Schilddriise untersucht. Weitere Arbeiten 
sind in Angriff genommen worden. 


ZusammengefaBt, sind die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit die 
nachfolgenden : 


1. Es wird ein neuer Apparat beschrieben, um an Ratten den 
Gasstoffwechsel bei der Arbeit zu untersuchen, und die Methodik des 
Gasstoffwechsels an Ratten bei der Arbeit wird erértert. 


2. Wahrend einer annahernd gleichmaBigen Laufarbeit von einem 
Kilometer in der Stunde erhéht sich bei der erwachsenen miannlichen 
Ratte gegeniiber dem Ruhewert, die CO,-Ausscheidung um 81 Proz. 
der O,-Verbrauch um 64 Proz. 


3. Der gesteigerte respiratorische Quotient laBt den SchluB zu, 
daB die Kohlehydrate einen erheblichen Teil der zur Arbeit notwendigen 
Energie liefern. 





Ratte A. 





CoO, oO 
pro k pro kg RQ. 
u. Std. | u. Std. 


Temp. 
0 he 


ic Ge 
pooutehe wichtss H,O 


g veriust 


Datum CO, 0, 


te on 


2S | SOS ew 


TI 


1. Vorversuche — kein Grundumsatz — Brot- und Milchdiat. 
205,25 0,428 | 0,249 
209.30 0,530 0,383 
207.70 0,555 
210,83 0.880 0810 


| 


Durchschnittswert . . 


0,420 


1,367 
1.675 
1,910 
1,580 


1,188 
1,528 
1.775 
1,510 


3,330 
2,668 
2.627 
2'498 


| 2.781 


2.894 
2.433 
2.441 
2.388 
2.539 


0,836 
0,796 
0,782 
0,760 
0,794 | 


18,2 
17.6 
18.6 
18,2 


3.0 
3.5 
30 


2. Reihe der Grundumsatzversuche — Brot- und Milchdiat. 


2 ¢ 
. X. 


o the 

. XI. 

+ aes 
25. XL. 


3. 


202,89 1,070 
189,32 0.410 | 
198.13 0.330 
255,11 1,110 
250.28 3.280 
239,96 3.240 


1,030 
0,420 
0.300 
1,090 
3,310 
3,265 


2.540 
1,340 
1,040 
2.740 
4.410 
4.575 


Durchschnittswert . . 


Reihe der Arbeitsversuche — Brot- 


und 


2,504 
2,360 
2,630 
2,685 
2,518 
2,384 


2,514 | 


Milehdiat — Grundumsatz 


2.465 
2.377 
2'549 
2'666 


0,738 
| 0,721 
0,750 
0,732 
2,534 0,722 
2,396 0,723 


2,498 | 0,731 | 


18,2 
18,4 
18,8 
18,2 
18,0 
17.8 


5) 
30 
2.0 
40 
70 


38,0 





Tetum Gewicht 


s 


27. XI. 
29. XI. 
2. XIT. 
3. XII. 
. XI. 
3. XI. 
5, XII. 
. XII. 257,4 
23. XII. 262,3 
i. I. 297,0 
9. I. 312,4 


240.9 
232,4 
239,9 
236,0 
261,6 
261,9 
2675 


Ge. 


wichtss 
verlust 


0,550 
0,635 
0,550 
0,610 
0,580 
0,700 
0,610 
0,515 
0,470 
0,490 
0,420 


H,O 


co, 


O, 


Co, 
pro k: 
u. Std. 


'0,470 0,920 0,840 3,820 


0,545 0,940 0,850 4.046 
0,460 0,930 0,840 3,877 
0,510 0,920 0,820 3,898 
0,505 1,090 1,015 4,167 
0,635 1,020 0,955 3,895 
0,520 1,020 0,930 3,813 
0,435 0,990 0,910 3,846 
0,390 0,965 0,885 3,679 
0,430 1,200 1,140 4,040 
0,320 1,190 1,090 3,809 


Durchschnittswert . . 


3,899 


Og 
pro k 


u. Std. 


3,487 
3,658 
3,501 
3,475 
3,880 
3,646 
3.477 
3.535 
3.374 
3,838 
3.489 


3,578 


0,796 
0.803 
0,804 
0,797 
0,780 
0,776 
0,797 
0,790 
0,792 
0,765 
0,793 


0.790 


Art der 
Arbeit 


Temp. Zeit 
°C Std 


R.-Q. 


18.0 
18,0 
17,6 
18,0 
17,6 


Regelmafi, 


l 

l 

1 

l e 

1 Unregeim 
1 = RegelmaBig 
1 Unregelm 
1 Regelmafig 
1 Unregelm 

l 

l 





| CO,. 
| Uber 
schuB 
pro kg 
u. Std. 


Datum 


27. XI. 
29. XT. 
me 4B 
3. XII. 
9. XIT. 
13. XI. 
15. X11. 
16. XII. 
23. XTT. 
651. 

9, I. 
Durch: 
schnittswert 


1,306 
1,532 
1,363 
1,384 
1,657 
1,381 
1,299 
1,332 
1,165 
1,526 
1,295 


1,385 


Uber: 
schuB 


Proz. 


52.0 
60.9 
54,2 
55,1 
65,9 
55,0 
51,7 
53,0 
453 
60,7 
515 


55,1 


Og 
Uber: 
chub 
pro k 
u. Std. 


0,989 
1,160 
1.003 
| 0,977 
1,382 
1,148 
| 0,979 
1,037 
0.876 
1,340 
| 0.991 


1,080 


Uber: 
schuB 


Proz. 


39,6 
46,4 
40,2 
39,1 
55,3 
46,0 
39,2 
415 
35,1 
53,6 
39,4 


43,2 


pro kg, 


pro 


kg. Um: 


Distanz 


kmund kmund drehung 


Std. 


1,445 
1.634 
1,402 
1,416 
1.762 
1.480 
1413 
1.420 
1,222 
1,605 
1,367 


1,470 


1446 
1500 » 
1555 ” 
1563 
1504 
1495 
1470 


Regelmafig 


Unregelm 
RegelmaBig 
Unregelm. 
1500 Regelmabig 
1525 4 Unregelm 
1520 ; » 
1515 ° 


1508 
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Ratte B. 





Datum 


1. 


. X. 
.X. 
. XI. 
» a 
. KI. 


3. Reihe der Arbeitsversuche — Brot- 


| 189,87) 0,245 
188,84 0,330 


iG 
Gewicht wd 
| wichts- 


g verlust 


H,O CO, O, 


208,60) 0,545 
210,89 0,295 
212,85 1,375 1,070 3,610 3,305 
287,98 1,290 1,080 1,585 1,375 


Durchschnittswert . . 


0,438 
0,237 


2,160 
1,005 


2,053 
0,947 


2. 
0,850 
0,760 
1.510 


0,240 
0,330 
1,240 


0,845 
0,760 
229.10 1,230 1,520 
225,21 0,970 0,940 1,220 1,190 
219,63 2.650 2,580 2.940 2.870 


Durchschnittswert . 


un 


u. Std. 


CO, O. 
pro ke pro 
u. Std. 


2.589 
2.383 
2,826 
2.540 


2,585 


2,460 
2,245 
2,587 
2,204 


2,374 


Grundumsatzversuche — Brot- und Mile 


2,225 
2,012 
2,412 
2,642 


2.238 
2012 
2.397 
2.708 
2.231 2,178 
2.317 | 2,294 
d Milehdiat 


RQ. Temp. 
C 


Vorversuche — kein Grundumsatz — Brot- und Milchdiat. 


0.764 
0.771 
0,794 
0,837 
0,792 
hdiat. 
0.731 
0.726 
0.722 
0,745 
0.744 


0.734 


— Grundumsatz. 


17.6 
18.6 
18.4 
18,2 


18.4 
18.8 
18,2 
18,2 
17,8 


Phone he te 
' 


~ 





Datum 


2. XU. 
. XI. 


co, 
pro kg 
u. Std. 


Gewicht 


& 


Ge. 
wichtss H,O CO, O, 
verlust 


226,02 
242.06 


0,800 0,740 0,990 0,930 4,381 
0,590 0,510 1.025 0.945 4.234 


Oz 
pro kg | RQ 
u. Std 


4,115 0,773 
3.904 0,788 


Temp. Zeit 


Art der 


Arbeit 


°O Std. 
5 


18,0 
17,6 


Unregelm 
RegelmaBig 





16.0 
18,0 
17.8 


16,5 


. XII. 
i. XI. 
20. XII. 
6.1. 


241,64 
242.19 
256,74 
249,95 


Durchschnittswert . 


0,430 0,385 0,930 0,885 3,849 3,663 0,763 
0,760 0,680 1,005 0,925.4,150 3,819 0,789 
0,810 0,750 0,960 0,900 3,740 3,506 0,775 
0,400 0,330 0,965 0,895 3,860 3,580 0,783 


4.036 3,765 0,779 


Unregelm 
Regelmafbig 





COs 
Uber: 
schuf 
pro kg 
u. Std. 


CO, Oz 
pro kg, pro kg, 
kmund kmund drehung 

Std. Std. 


Oo. 
Obers 
schuB 
pro kg 
u. Std. 


Cber- 
schuB 


Uber- 
schuB 


Art der 
Arbeit 


Um: 
Distanz 


Proz Proz. 


to 


79,4 
70,2 
59,7 
665 
52,8 


2.194 
2.017 
1,602 
1.955 
1,493 
56,1 1,634 


74,2 1471 64,1 1,816 


Reihe der Grundumsatzversuche — Brot- 


1,935 
1,694 
1,431 
1,626 
1271 
1,362 


940.9 
950.3 
9565 
937,8 
953.4 
944.0 


2. XIT. 
9. XII. 
13, XIT. 
16, XII. 
20, XII. 
6. I. 
Durch- 
y. me 1,719 


Ratte C. 1. 


2,064 
1917 
1,532 
1,833 
1,423 
1,543 


89.1 
82,7 
66,1 
79.1 
61.4 
66.6 


Unregelm 
RegelmaBbig 


oo 
= 


Unregelm. 
Regelmafig 


mm bo 
te & 


a et e 
= he er 
to bo or ye 


z 


947.2 


und Milehdiat 


1,553 





CO, 
pro kg 
u. Std. 


Zeit 


Std. 


O; Temp 
pro 4 ‘ 
u. Std. °C 


2,184 
2,268 
2,423 


Gewicht 


e 


Ge 
wichtss H,O 
verlust 


Datum co, O» 


1,930 
2.345 
1,995 
1,840 
1,290 


2,167 
2,220 
2,350 
2,271 
2,115 


2,225 


0.721 
0711 
0.705 
0.738 
0.710 


mo 
10. I. 
11.11. 
13. I. 
21.11. 


176,73, 0,975 
172,29 0,985 
164,68 1,470 
164,71 1,425 1,395 1,870 
148,92 0.945 0,975 1,260 


Durchschnittswert . . 


0,990 
1,035 
1,530 


1,915 
2,295 
1,935 


0.717 
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' 2. Arbeitsversuche — Grundumsatz — Brot- und Milchdiat. 
Datum — wichtss H,O CO, O, a | prok RQ. —_ cm —— 
| g verlust u. Std. | u. Std. °C Std. at 
6.11. | 187,28 0.520 0,460/0,820 0,760 4,378 | 4,058 |0,784) 18,6 1 | Unregeim. 
12.11. | 162,23, 0,360 0,260/0,705/0,605 4,346 | 3,729 0,846 17,6 | 1 RegelmaBig 
13.11. 155,20 0,390 (0,300/0,520/0,430 3,351 | 2,771 0,878) 184 1 " 
17.11. 150,97, 0,250 0,190/0,515/0,455'3,411 | 3,014 (0,822) 17,0 1 i. 
18.11. 155,30 0.410 0,335/0,595 0,520 3,831 3.348 (0,831 18,3 1 = 
19.11. 168,33) 0,435 0.380107 7500,695 4.456 4,129 0.784 186 1 a 
Durchschnittswert . '3,962 3,508 |0,824 
Gp, Ub Ge | hee |e ae 
— ee a r pro kg, | prokg, Um- | Art der 
ne = schuB “4 ~ schu8 km und | km und drehung meen 
o Std | poe | ute | po. | Std. | Std. 
: | 
4 6.11. | 2,153 | 968 1,803 80,0 2,296 | 1,923 | 1500 | 937,8 Unregeim. 
t 12.11. | 2.121 | 95,3 | 1474 | 65,4 | 2.254 1,567 | 1505 940.9 | RegelmaBig 
i 13.11. | 1,126 50,6 | 0516 22.9 | 1,181 0541 | 1525 953.4 ; 
17.11. | 1,186 | 53,3 | 0.759 | 33,7 | 1,244 | 0.796 | 1525 953.4 
; 18. II. 1,606 72,2 1093 48,5 1,679 ' 1,143 15380 9565 9 
4 19.1%. 2,231 1003 | 1,874 | 83,1 2,332 1,959 1530 9565 = 
: Yurch. 
) schon ect 1,737 | 78,1 | 1,253 55,6 | 1,831 | 1,321! 1519 | 949.8 
| 
Ratte D. : 
1. Reihe der Grundumsatzversuche — Brot- und Milchdiat. 
i —s Ge- co oO, Ze 
: Datum moanene wichts- H,O CO, O, | pro kg prokg R.-Q. Temp. | Zeit 
g verlust | u. Std. u. Std. °C Std 
6.11. 174,10 1,820 1,770 2,205 2,155 | 2533 2476 0,743 188 5 
mt 4 9.11. 173,27 1,260 1,210 2,570 2,520 | 2472 2424 0,741 190. 6 
12.11. 149,85 0,840 0845 1,260 1,265 2,803 2814 0,724 170 3 
ef 13.11. 147,95 0,830 0820 1,665 1,655 | 2,251 2,237 0,731 17,2 5 
Of 20.11. 148,15 1,160 1,130 1,800 1,770 2,025 1,991 0,739 190 6 
| Durchschnittswert. . | 2,417 2,388 0,736 
2. Arbeitsversuche — Grundumsatz — Brot- und Milchdiat. 
richt Gee /CO, 0» 
; aes Gewicht wichts: | H,O C0, | 0, | pro kg pro‘kg RQ. |Temp. \Zeit Art der 
g verlust | ju. Std. u. St | °c |Std. Asbeit 
} 10.11, 156,20 0,410 0,320 0,685 0,595 4,385 3,809 0.836 19,0 1  Unregelm. 
} 11. i], 147,72 0,360 0,285 0,570 0,495 3,859 3,351 0,836 18,6 \1 3 
i 17.11. 144,07, 0,340 0,290,0,545 0,495/3,783 3,436 0,800 18,6 1 4 
{ 18.11. 143,71 0340 0,290 0,485)0,435'3,375 3,027 0,810 18,2 1  Regeimafig 
t 19.11. 164,17 0,570 0,470 0,750 0,650 4,568 3,959 (0,838 198 1 * 


Durehschnittswert Se 3.994 | 3.516 (0,824 
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Gee | Ubers | Unis | ee too det 
Tr re ete. ft 
prokg, prokg,| Um. ; Art der 
Da ch . : | 
— — schuB pre schu8 km und km und drehung Ditme Arbeit 
u. Std. ——n u. Std. Std. Std. 


Proz. 


10.11. 1,968 814 1421 59,5 2012 | 1,452 1565 | 9784 Unregelm. 
11. 11. | 1442 59,7 0963 403 1533 1,024 1505 9409 
| 1366 565 1,048 43.9 1,409 1,081 1550 | 969.0 





18. II. 0,958 39,6 0639 268 1,011 0675 1515 | 947.4 RegelmaBig 
19.11. | 2,151 89,0 1,571 65,8 2,241 1,637 1535 959.6 x 
D che | 
a ln 1577 653 1,128 47,3 1,641 | 1,174) 1534 | 959.1 
Ratte E. 
1. Reihe der Grundumsatzversuche — Brot- und Milchdiat. 

- hel G . co, O, y 
Datum Gowteht) ». a H,O CO, O, pro kg | pro k R.-Q. Temp.| Zeit 

g | verlust u. Std. | u. St °C Std 
18.1]. | 141,52 1,680 1625 1,765 1,710 | 2.494 2417 0.750 183 5 
19. 1}. || 162,33) 2,115 | 2,140 1,900: 1,925 | 2341 2372 0,717 170 5 
23.11. || 137,58) 1995 1,980 2.030 2.015 | 2459 2441 0732 179 6 
24.11. | 123,48 3,555 3,500 1490 1435 2413 2324 0,754 180 & 


25. 11. | 120,50 0.640 0.610 1,335 1,305 2.770 2.707 0.743 174 4 
! Durchschnittswert . . | 2,495 | 2,453 0,739 








2. Reihe der Arbeitsversuche — Brot- und Milechdiat — Grundumsatz. 
—_ Ges co, O. , 4 . 
—— Gewicht wichtss H,O CO, Oz |prok pro kg RQ. Temp. Zeit Art der 
g verlust u. Std. u. Std. Cc Std. Arbeit 
27. II. 117.54 0.275 0,215'0,550 0,490 4.679 4.169 0.815 19,1 1  RegelmaBig 
28. 11. 128,65 0,225 0,160 0,485 0,420 3,770 3,265 0,839 17,7 1 . 
2. ILL. 129,40 0,235 0,1500,520 0,435 4.019 3,362 0.868 168, 1 " 
4.111. 132,17 0,250 0,190. 0,510 0,450)/3,859 | 3,404 0,823 16.9) 1 
6.111. 131,08 0,330 0,295 0,600 0,565.4.577 4310 0.771 16.7) 1 . 
7.101. 134,28 0.450 0,400 0,600 05504468 4,096 0.792 168 1 * 
Durchschnittswert . . |4,229| 3,768 0,818 
CO,: Ovs CO, Oy 
Uber Uber: Ubers Uber J 
- ‘ pro kg. prokg, Um- Art der 
Dot = schuf — scbuB8 \mund km und drehung Disteas Arbeit 
u. Std _—— u. Std. | prog. Std. Std. 


27. IT. 2,184 87.5 1,716 70.0 2.232 1,754 1565 9784 Regelmabig 
28.11. 1,275 51,1 | OS812 33,1 | 1333 0849 1530 | 9565 _ 
2.111. 1,524 61,1 | 0,909 37,1 | 1,583 0,944 1540 962.8 . 
4.111. 1,364 7 | 0951 388 1445 1,007 1510 | 9440 ‘ 
6.111. | 2,082 | 83,4 | 1857 75,7 | 2,177, 1,941 1530 | 9565 7m 
8.11]. 1,973 | 79,1 | 1643 67,0 | 2,049 | 1,707 1540 962.8 


schon’. 1.734 69,5 1,315 | 53,6 1,803 1,376 1536 960.2 
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} 
{ is ‘ Ratte F. 
4 1. Reihe der Grundumsatzversuche — Brot- und Milchdiat. 
| Ge. cO, 0, | 
Datum Gewicht wichtss H,O | CO, O2 pro kg pro kg | RQ. emp | Zeke 
{ 8 | verlust | u. Std. u. Std. °C Std 
13.11. 238,51 1,450 1,420 2,390 2360 | 2,004 1,979 0,736 180 5 
17.11, 228,87 2,465 2,385 2,125 2,045 | 1,857 | 1,787 0,755 17,8 5 
20.11. 209,44 2,025 | 2,030 1,980 1.985 2,101 | 2,106 0,725 193 45 
24.11. 190,34) 1,495 | 1,410 2,140 2,055 1.874 | 1,799 0,756 184) 6 
25.11. 181,12 0.485 | 0,425 1,550 1,490 | 1.902 | 1,828 0,756 174 45 
26.11. 177; 0.485 | 0.430 1,665 1,610 1,921 | 1858 0,751 | 17,6 5 
Durchschnittswert . . 1,943 | 1,893 | 0,747 
2. Reihe der Arbeitsversuche — Grundumsatz — Brot- und Milehiiat. 
ic Ges | a 
— Gewicht wtahtne| H,O CO, de Oke pn ekg R..Q. wry Zeit Art der 
g verlust u. Ost u. St Std. Arbeit 
‘y 18. 11. 214,21 0,485 0,340 1,010/0,865 4,715 4,038 0,848 18,2 1 Unregeim. 
yf 27.11. | 178,24 0,360 0,265 0,660/0,565 3,703 3,170 0,849 193 1 
28.11. 174,18 0,390 0,270 0.875 .755 5,024 4335 0,842 174 1 
' 2.111. 173,83 0,400 0,290 0.910 800 5,235 4,602 0,826 166 1 
hi 3. ILL. | 158,91 0,360 0,280 0,780/0,700 4,908 4,405 0,809 168 1 “i 
i 4.111, 160,09 0,385 0,295 0,790/0,700 4,935 4,373 0,820 17,0 1 Regeimasig 
4 6. 111. 162,60 0,530 0,445 0,720/0,635 4,428 3,905 0.823 165 1 . 
5 Durchschnittswert . . 4,707 4,118 0,831 
| c Oa Ov: CO. | Oy 
, ere Uber- Obers Uber o kg. o ke,| Ume Sa A a 
} ; Datum I: 4 schuf sy per co tn om to nwa Distanz pm oa 
i | t u. "sed Proz. u. Std. a Std. Std. 
4 18. LI. 2.772 142.7 | 2,145 1133 2,908 2.250 1525 953.4 Unregetm 
j 27. IT. 1760 906 1.277 67,5 1,822 1322 1545 965.9 
A 28. IT. 3,081 1586 2442 1290 3,264 2587 1510 9440 
2.111. 3,292 1694 2,709 143,1 3,510 2889 1500 937.8 
i 3. III. 2.965 152,6 | 2512 132,7 3,090 2618 1535 959.6 3 
} 4.111. 2992 154.0 | 2480 131.0 3.169 2627 1510 944.0  Regelmasig 
5! 6.111. 2485 1279 | 2012 1063 2615 2.117 1520 9503 
| Jurchs 
i - ..2B 2.764 1423 2,225 | 1175 2,908 2344 1521  950,7 
: Zusammenfassende Tabelle der Stoffwechselversuche. 
Hl 1. Reihe der Grundumsatzversuche. 
; ss |sseu\ 28 ¢ ¢ egez iis. ele veel ez 
t 2 | 53 bese $8, 8, 2, F865 885 §> 8. Sez £495 
2 Ef Este FORA ESE | FmK ESS Ens ES FE ENT FS UE 
eG S8>hes £5 |=° Foe 2Op S* SS = £ 2 /zZze 
i 
3 A. 222,62 0,326 0,325 0,574 0,573 2,514 2,498 0,731 18.2 483 29 6 
B. 210,53 0,368 | 0,361 0.494 | 0,487 2,317 2,294/0,734 183 295 15 5 
C. 165,47 0,232 0,237 0,371 | 0,376 2,225 2,255 '0,717 18,1) 5,00 25) 5 
D. | 158,66 0.236 0,231 0,380 0,376 2.417 2,388 0,736 182 500 25 5 
i E. 137,08 0,399 | 0,394 0,341, 0,336 2,495 2,453 |0,739 17,7. 500 25 5 
1 F. 204,27 0,280 0,270 0,395 | 01385 1,943 1,893 9,747 18.1 5,00 30) 6 
Durchschnittswert . . 2,319 2,297 0,734 
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Arbeitsversuche. 











Ratte 


SECC S 


Gewicht 


Mittleres 


260,85 
243,10 


163,22 
151,17 
128,85 
174,58 


verlust 
pro Std 


Mittlerer 
Gewichts- 


H,O 


Mittlere 
pro Std. 


0A75 
0.566 
0,321 
0331 
0,235 
0,312 


Og pro 


Mittlere 
kg u. Std. 


un 
vr 
~! 
zx 


3.765 
3,508 
3.516 
3.768 
4.118 


Zeit 
in Std. 


Mittlere 


°C 


Mittlere 
Temp 


17.9 
17,3 
18.1 
18.8 
17,3 
17,4 


RQ. 


Mittlerer 


0.790 
0.779 
0.824 
0.824 
O818 
0831 





Durch: 
schnittswert 





oa 


80,8 


_ 
_ 
— 


bo 


63.6 


1,912 


1,484 


Durchschnittswert . . | 4,138 3,709 081i 

22 Cw SBE i sBe S8ais Su of . . 

2 : : S S > 4 at co 4 as - 2 2 z= 

Ratte OF =a B32 er 542 Car 22a” 24 25 3 3 
— sSen EES PExs 25° ¢g~z EOMy EG se ice 
Sso =f£e S80 ef& Zo = °¢ = 6s Biz? 

Soe 2.5 = Z5& =s se ae =. & 5 _ = > 

\. 1. 55,1 1,080 43.2 1.470 1,146 943.1 11 
B. 17 74,2 1471 64,1 1.816 15a 947, 6 
Cc. 1,7 78,1 | 1,253 55,6 1,831 1,321 949.8 6 
D. L5 65,3 1,128 47,3 1,641 1,174 959.1 5 
E. 1,7: 69.5 1315 53.6 1,803 1 367 960.2 6 
F. 2,7 1423 | 2225 117.5 | 2908 2344 950.7 7 











Uber das Schicksal 
der Invertase im normalen und immunen Organismus. 


Von 


A. Samysslow. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Staatlichen Instituts fiir Veterimarie 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 8. August 1925.) 


2 em a 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Von Bach, Engelhardt und Samysslow (1) wurde festgestellt, dat 
das Serum von Kaninchen, welchen Invertasepraparate injiziert worden 
waren, die Fahigkeit gewinnt, das Ferment zu binden. Werden die 
i Proteine des Se1ums an gewisse Adsorbenzien fixiert, so kann das 
durch das Serum gebundene Ferment aus der Lésung entfernt werden. 
Dabei behalt die Invertase ihre Aktivitét und kann dieselbe nunmehr 
auch im gebundenen Zustande ausiiben. Auf dieser Eigenschaft der 
; Invertase basierend, suchte ich ihr Schicksal im normalen und immu- 
nisierten Organismus zu verfolgen. 

Wie schon frither erwahnt (vgl. die zitierte Arbeit von Bach, Engel- 
hardt und Samysslow), fur gieren bei der Immunisierurg mit Ferment- 
praparaten als eigentliche Antigene nicht die Fermente selber, sondern 
die mit ihnen vergesellschafteten Begleitstoffe eiweiBartiger Natur. 
Da uns die Annahme Putters (2) recht plausibel scheint, daB alle 
Antikérper gegen Biokolloide im Grunde ein und denselben Charakter 
besitzen, so glauben wir, daB die vorliegenden Versuche nicht nur fiir 
den speziellen Fall der Immunisierurg mit Invertase, sondern auch 
eine viel allgemeinere Bedeutung haben kénnten. 

Unter den Arbeiten, welche mit dem von uns in Bearbeitung genommenen 
Thema in Zusammenhang gestellt werden kénnen, seien folgende erwahnt : 
Von M. Falk (3) wurde das Schicksal injizierter Urease im Blute normaler 
und immunisierter Kaninchen untersucht. Die dabei erhaltenen Resultate 


waren recht unentschieden. 

Abderhalden und Wertheimer (4) konnten feststellen, daf einem 
Kaninchen injizierte Invertase nach 6 Stunden aus dem Kreislauf ver- 
schwindet. Dungern (5) konnte beobachten, daB8 bei immunisierten Tieren 
das entsprechende Eiwei8 nach der Injektion schneller aus dem Blute 
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verschwindet, als bei normdlen. Als der erste Teil dieser Arbeit beendet 
war, erschien die Arbeit von Nogaki (6), welcher das zuerst von Abderhalden 
und Wertheimer (1. c.) beschriebene Verschwinden der Invertase aus dem 
Blute normaler Kaninchen naher studierte. Mit immunisierten Kaninchen 
wurden von Nogaki keine Versuche angestellt. Was unsere Versuche 
mit normalen Tieren betrifft, so stimmen die von uns erhaltenen Resultate 
vollkommen mit denselben Nogakis iiberein. 


Methodik. 

Unsere Versuche erstrecken sich im ganzen auf zehn Kaninchen. 
Den Versuchstieren wurde in die Ohrvene Hefeautolysesaft injiziert. 
Letzterer wurde zwecks Klirung zuerst mit Tierkohle behandelt; diese 
Behandlung ist auf die Aktivitét des Saftes ohne jeglichen EinfluB. 
0,01 cem des Autolysats in einem Gemisch von 2 ecm 10 proz. Saccharose, 
2cem Acetatpuffer (py 4,6) und Wasser bis auf 10 ccm e gaben nach 
30 Minuten bei 37° 20mg Glucose. Diese Merge wurde als Ferment- 
einheit argenommen. Das zu untersuchende Blut wurde der Ohrvene 
entnommen, in ein GefiB mit ein bis zwei Kristallen. Kaliumoxalat 
aufgefangen und von dem erhaltenen Oxalatblut 1 cém in ein Ge- 
misch von 2ccm Acetatpuffer und 5ccm Wasser eir getregen. Nach 
erfolgter Himolyse wurden 2 ccm 10pioz. Saccha’ oselésw g zugesetzt 
und das Reaktionsgemisch in den Thermostaten gtellt. Nach 
30 Minuten wurden die Proteine nach Folin-Wu mittels 1 cem Natrium- 
wolframat und | ccm n/3 H,SO, niede geschle gen und abzentrifugiert 
oder abfiltriert. Aus der klaren Fliissigk it wu den 6 ccm (entsprechend 
der Halfte des urspriinglichen Volumens) entnommen und hier die 
gebildete Glucose nach der Hypojoditmethode von Willstdtter und 
Schudel (8) bestimmt. Durch spezielle Vorversuche iiberzeugten wir 
uns, daB der Zusatz von Wolframat und Schwefelsiu e auf die Zucker- 
bestimmung ohne EinfluB ist. Als Kontrolle wu de stets ein Versuch 
unter denselben Bedir gurgen mit denselben Ing edienzien, aber ohne 
Saccharosezusatz angestellt. 


Zirkulation eingespritzter Invertase im Blute normaler und immunisierter Tiere. 

Durch eine Reihe von Vorversuchen wu de festgestellt, daB die 
in die Blutbahn injizierte Invertase beim immunisie ten Tiere be- 
deutend schneller als bei normalen Kanincl.en cus dem Kreislauf ver- 
schwindet. Es schien uns von Inteiesse, das Ve schwinden messend 
zu verfolgen in der Absicht, den etwa'gen Zusemmenhang zwischen 
der Zahl der vorangegangenen Injektionen und der Geschwindigkeit 
des Verschwindens festzustellen. Die Veisuche wurden folgender- 
maBen angestellt: 

Hefeautolysesaft, dessen Gehalt an Fermenteinheiten (s. oben) vorher 


festgestellt war, wurde dem Kaninchen in die Ohrvene injiziert. Nach 
bestimmten Zeitintervallen wurde aus dem anderen Ohr Blut entnommen 
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und darin, wie oben beschrieben, der Gehalt an Invertase bestimmt. Die 
Injektionen wurden in Abstainden von 3 bis 6 Tagen vorgenommen. 
Die dabei erhaltenen Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Milligramm Glucose 


Blutentnahme Kaninchen Nr. 1, Gewicht 2800 g, Kaninchen Nr. 2, Gewicht 2790 g, 


28 cc iekti ? . . 
cia ie zur Injektion 2, com Autolysat __ aur Injektion 2,8 com Autolysat 


Injektion Zahl der Injektionen Zahl der Injektionen 


4 6 1 2 3 4 5 


5 Minuten 5,0 4 4 67/7 54 152 139 WS 6, 0 
1 Stunde f 5 O04 9/0 122 83); 72 
3 Stunden ‘ ea 38 0 0 0 62; 35) 09 
6 Stunden | 0, . ,$ . -- 05 04 O09 


Wie aus der Tabelle I zu ersehen ist, nimmt der Fermentgehalt 
im Blute nach der Injektion allmahlich ab. Die Geschwindigkeit der 
Abnahme ist desto gréBer, je mehr Injektionen das Tier vorher erhalten 
hat. Parallelversuche mit dem Serum in vitro zeigten, daB die 
Geschwindigkeit der Invertaseab- 
nahme dem Anstieg des Bindungs- 
vermégens des Serums _propor- 
tional ist. 

Tragt man auf die Abszisse 
die nach der Injektion verstrichenen 
Zeiten an und auf die Ordinate 
die jeweiligen Fermentmengen in 
Prozenten des urspriinglichen Ge- 
halts, so erhalt man eine Reihe von 
] Kurven (Abb. 1), welche desto 

Abb. 1. schneller abfallen, je mehr Injek- 

tionen das Versuchstier vorher er- 

halten hat. Der Verlauf der Kurven scheint darauf hinzuweisen, daB 

dem Verschwinden der Invertase ein AdsorptionsprozeB zugrunde liegt. 
Diese letztere Annahme wurde durch weitere Versuche bestatigt. 








Verteilung der Invertase zwischen Formelementen und Blutplasma. 


Bekanntlich konnte Sbarsky (7) in einer Reihe von Arbeiten beob- 
achten, daB intravenés injizierte EiweiBabbauprodukte durch die 
Formelemente des Blutes absorbiert werden. 

Im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen schien es mir von 
Interesse, nachzupriifen, ob sich die Invertase in ahnlicher Weise ver- 
halten wiirde. Wie aus den weiter unten angefiihcten Zahlen zu ersehen 
ist, erhielt ich gerade entgegengesetzte Resultate. Die Versuche wurden 
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so angestellt, daB das Blut gleich nach der Invertaseinjektion mit 
Oxalat aufgefangen wurde. 1 ccm dieses Oxalatblutes wurde als solches 
ins gewohnliche Reaktionsgemisch (Saccharose, Puffer, Wasser) ein- 
getragen, die gleiche Menge (1 ccm) Oxalatblut wurde in einem engen 
Réhrehen scharf zentrifugiert, das Plasma sorgfaltig abgezogen und 
Plasma «nd Blutkérperchen gesondert und mit dem Reaktions- 
gemisch vermischt. In allen drei Proben wurde nach halbstiindigem 
Verweilen im Thermostaten die gebildete Glucose bestimmt. Die Ver- 
suche ergaben dieselben Resultate, unabhingig davon, ob sie mit 
immunisierten oder normalen Tieren angestellt wurden. Als Beispiel 
seien folgende Zahlen angefihrt. 


Tabelle II. 





Milligramm Glucose 


leem Vollblut. . 19.3 19,1 
Plasma 17,3 17,4 
Blutkérperchen . 53 4.2 


EinfluB des Blutes auf die Invertaseaktivitat bei langerem Zusammenaufenthalt 
in vitro. 

Das Verschwinden der Invertase aus dem Blute kénnte einfach 
durch ihre Zerstérung bedingt sein. Um dies nachzupriifen, wurden 
folgende Versuche angestellt. Sofort nach der Injektion wurde Blut 
aus der Ohrvene mit Oxalat aufgefangen. 1 ccm wurde sofort zum 
Inversionsversuch verwendet, das iibrige Blut wurde im verschlossenen 
GefaB 6 Stunden im Thermostaten aufbewahrt und dann wieder auf 
seinen Invertasegehalt untersucht. Es zeigte sich, daB in vivo nach 
Verlauf dieser Frist das Enzym auch beim normalen Kaninchen 
praktisch aus dem Blute verschwunden war. Hier sind die in vitro 
erhaltenen Resultate zu ersehen: 


Tabelle 111. 





Va ee = 
Versuch Nr. 1 2 3 4 
13,9 10,8 11,7 
13,5 10,8 108 
16,0 — — 


13,7 _ a 


Normaltier | sofort 
| nach 6 Stunden 


l 

1 

ee sofort 1 
Immuntier | nach 6 Stunden 1 


3, 
I, 
9, 
7, 


Wir sehen somit, daB in vitro nur eine ganz unbetrichtliche Ab- 
nahme der Aktivitaét eintritt. Auch diese Versuche lassen als Ursache 
des Verschwindens der Invertase einen AdsorptionsprozeB vermuten. 
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Das Schicksal der injizierten Invertase. 

Die obige Annahme iiber die Ursache des Verschwindens der 
Invertase hat ihre vdéllige Bestatigung in den folgenden Versuchen 
gefunden. 

Kaninchen wurde Autolysesaft von bekanntem Gehalt an Ferment- 
einheiten injiziert. _Nachdem die Invertase aus der Blutbahn ver- 
schwunden war (1 Stunde nach der Injektion bei immunisierten 
Kaninchen und 6 Stunden bei normalen), wurde das Versuchstier aus 
der Carotis entblutet und seine Organe auf Invertase  unter- 
sucht. Nach Abspiilen der Organe mit Wasser wurden abgewogene 
Proben mit dem doppelten Volumen Wasser im Mérser verrieben, bis 
ein homozener Brei entstand; letzterer wurde zur Entfernung von 
Bindezewebe durch ein Tuch durchgepreBt. leem dieser Zellen- 
suspension wurde in das oben erwahnte Gemisch von Saccharose, 
Puffer und Wasser eingetragen; nach halbstiindigem Aufbewahren 
im Thermostaten wurden die Proteine mit Wolframsiure gefallt und 
die Glucose wie gewéhnlich bestimmt. Uberall wurde ein Kontroll- 
versuch ohne Saccharose angestellt, welcher die im Organ selbst ent- 
haltene Menge Zucker angab. Durch Vorversuche wurde natiirlich 
festgestellt, daB die Inversionsfahigkeit normaler Organe ohne voran- 
gehende Invertaseinjektion verschwindend klein im Vergleich zu den- 
jenigen nach Injektionen ist. 


Tabelle 1V. 





Milligramm Glucose 


Neben- (€ yeschlechts- Knochen- 





Organ: Leber Milz Niere Gehirn | picren driésen mark Pankreas 
1 2 3 4 5 6 7 s 
Versuch 19,4 6,0 45 2.3 25 10 09 1,0 
Kontrolle 54 0.7 3.6 1.6 18 0,54 0.7 0.9 
Differenz 14,0 5.3 o9 0.7 0.7 0,46 0,2 0.1 


Aus den Zahlen geht hervor, daB das Enzym hauptsachlich durch 
die Leber und Milzzellen adsorbiert wird. Berechnet man den 
Fermentgehalt auf die ganze Leber, so ergibt sich, dab in diesem 
Organ etwa 50 bis 60 Proz. der ganzen injizierten Invertasemenge auf- 


gespeichert ist. 

Dies ist besonders bedeutungsvoll, wenn man in Betracht zieht, 
daB die Leber beim Kaninchen weniger als 5 Proz. vom Gesamtgewicht 
ausmacht. Siamtliche Versuche, welche mit fiinf immunisierten 
Kaninchen angestellt waren, ergaben vollstandig tibereinstimmende 


Resultate. 
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Analoge Versuche mit Normaltieren haben gezeigt, daB auch 
hier die Invertase etwa 6 Stunden nach der Injektion in den 
Orvanen, speziell in der Leber aufgespeichert ist. Nur ist in 
diesem Falle der Gehalt in der Leber ungefahr dreimal geringer 
als bei immunisierten Tieren; der Gesamtgehalt der Invertase in 
der Leber betrigt somit nur etwa 15 Proz. von der eingespritzten 
Menge. 

LaBt man die Leberzellensuspension, welche adsorbierte Invertase 
enthalt, unter Toluol stehen, so biiBt das Enzym auch nach 6 Tage 
langem Aufbewahren seine Aktivitét kaum ein (diese Beobachtungen 
beziehen sich auf die Versuche mit Immuntieren). 

Aus obigen Versuchen 1la8t sich der SchluB ziehen, dab im 
Organismus eine selektive Adsorption des Antigens stattfindet. Es 
scheint recht wahrscheinlich, da®B der Ort der gréBten Antigen- 
adsorption auch mit der Bildung der Antikérper im Zusammenhang 
steht; es miiBte hiernach die Leber dabei eine wichtige Rolle spielen 
(vgl. Putter, Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 3, 384). AuBerdem kénnen 
unsere Befunde Licht auf die Frage werfen, warum die Milz 
und die Leber so groBen Verinderungen bei toxischen Erkrankungen 
unterliegen. 


Zusammenfassung. 


1. Invertase, normalen oder mit Hefeautolysat vorbehandelten 
Kaninchen injiziert, verschwindet aus der Blutbahn. 

2. Die Geschwindigkeit dieses Verschwindens wird messend 
waihrend des ganzen Immunisierungsprozesses verfolgt. 

3. Bei sechsstiindigem Aufbewahren der Invertase in vitro mit dem 
Blute normaler bzw. immunisierter Kaninchen wird ihre Aktivitit 
nur unbedeutend herabgesetzt. 

4. Die injizierte Invertase wird nicht durch die Blutkérperchen 
adsorbiert. 

5. Die aus dem Blute verschwindende Invertase kann in den 
Organen der Versuchstiere wiedergefunden werden. Beim immuni- 
sierten Tiere adsorbiert die Leber 50 bis 60 Proz. der ganzen injizierten 
Enzymmenge, beim normalen dagegen nur 20 bis 30 Proz. 

6. Das Verschwinden der Invertase ist nicht durch eine Zer- 
stérung des Enzyms, sondern durch seine Adsorption an Organzellen 
verursacht. 

7. Es wird auf die Bedeutung der erhaltenen Resultate fiir gewisse 
Fragen der Immunitatslehre hingewiesen. 

K* 
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Vorliegende Arbeit ist auf Veranlassung von Herrn Dr. W. Engel- 
hardt ausgefiihrt worden. 
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Uber die Trennung der Fermente des Gerstenmalzes. 


Von 


Hans Pringsheim, Alexander Genin und Rahel Perewosky. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 9. August 1925.) 


Neben dem wichtigsten Malzferment, der Diastase, kommen in 
der gekeimten Gerste nach neneren Feststellungen staindig zwei weitere 
Polyasen, die Lichenase und die Mannanase') vor, welche das Lichenin 
in Cellobiose?) und das Mannan in Mannobiose*) umwandeln. Diesen 
drei spezifischen Polyasen sind im Gerstenmalz zwei zugehérige Di- 
saccharasen : die Cellobiase*)*) und die Mannobiase*) vergemeinschaftet, 
wahrend eine stark aktive Maltase die Malzamylase nur selten be- 
gleitet). 

Fiir den experimentellen Beweis der Bildung der Cellobiose aus 
dem Lichenin und die Gewinnung der neuen und noch wenig erforschten 
Mannobiose aus dem Salepmannan ist die Beschaffung von energisch 
wirkender Lichenase und Mannanase ohne die gleichzeitige Gegenwart 
der entsprechenden Disaccharasen von Bedeutung; wir haben dieses 
Ziel im Vergangenen durch Altern erreicht, dabei jedoch die Beob- 
achtung gemacht, daB die zur Zerstérung der disaccharidspaltenden 
Fermente nétige Zeit von Zufilligkeiten abhangig war; natiirlich haben 
bei diesem AlterungsprozeB auch unsere Polyasen gelitten. Das Ziel 
unserer Versuche war dementsprechend, in Anlehnung an die neuen 
Methoden der Fermentadsorption und -elution eine Trennung zu er- 
reichen, um zu méglichst ungeschwichten Polyasen zu gelangen. 

Die Lésung desselben Problems schwebte uns bei den Versuchen 
zur Trennung der Amylase von der Maltase vor; hier verfolgten wir 
gleichzeitig den praktischen Zweck, ohne die langwierige Dialyse zu 
einer von reduzierenden Bestandteilen reinen Malzamylase zu ge- 


1) Wir schlieBen uns ‘der Nomenklatur von C.Oppenheimer, Die 
Fermente und ihre Wirkungen 1, 757, Leipzig, 1924, an. 

2) H. Pringsheim und K. Seifert, H. 128, 284, 1923; H. Pringsheim 
und J. Leibowitz, H. 181, 262, 1923; H. Pringsheim und W’. Kusenack. 
H. 187, 266, 1924. 

3) H. Pringsheim und A. Genin, H. 140, 299, 1924. 

*) M. Holderer, Journ. Soc. Chem. Ind. 28, 733, 1909. 
5) H. Pringsheim und .J. Leibowitz, diese Zeitschr. 161, 456, 1925 
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langen, um uns so in einem kurzen Arbeitsgange jederzeit in den Besitz 
eines maltase- und maltosefreien  stiarkespaltenden Malzferments 
setzen zu kénnen. 

Wir haben das uns gesteckte Ziel bei der Mannanase und der 
Amylase erreicht und sind zu einer Lichenase gelangt, welche das 
Lichenin der Hauptsache nach in Cellobiose spaltete, wobei allerdings 
zu bemerken ist, daB die Fermentlésung, von vorherein auf Cellobiose 
angesetzt, noch merkliche Spaltung des Disaccharids bewirkte. Be- 
sonders schwierig gestalteten sich unsere Versuche zur Erreichung 
unseres Hauptzieles, der Gewinnung einer mannobiasefreien Mannanase, 
weil uns zur Priifung noch keine Mannobiose zur Verfiigung stand, 
deren Darstellung ja der AnstoB fiir diese Arbeit war. Wir muBten uns 
hier bei der Suche nach der Anwesenheit der Mannobiase auf die Osazon- 
reaktion verlassen, wobei uns die Bildung oder Nichtbildung des im 
heiBen Wasser schwer léslichen Glucosazons aus Mannose als Beweis 
fiir An- oder Abwesenheit von Mannose diente. Mit Hilfe desselben 
Reagens wurde auch die Spaltung des Lichenins bis zur Cellobiosestufe 
erwiesen, auch wenn der Lichenase noch etwas Cellobiase bei 
gemengt war. 

Zuerst versuchten wir, den EinfluB der Alterung unter dem Wechsel 
verschiedener Azidititen zu studieren; nach 18 Tagen bei py, = 3 und 4 
waren Mannanase und Cellobiase unwirksam, Amylase noch sehr schwach 
wirksam, bei py = 6 und 7 verhielten sich alle Fermente resistenter, so 
daB ein Anhalt zur Trennung nicht gegeben war (vgl. Tabelle I). 

Bei der Adsorption mit Kaolin machte sich der EinfluB der Aziditat., 
wie zu erwarten war, stark geltend. Bei pg = 3 war die Adsorption 
der Fermente so gut wie quantitativ, bei p, = 5 war sie mittelstark 
und bei py = 8 trat ein Unterschied zwischen den Polyasen und 
den Disaccharasen hervor, der sich durch den Zusatz von Alkohol 
verstiirken lie}. In 20- oder héherprozentiger alkoholischer Lésung 
gelang uns die Adsorption der Mannobiase und eines Teiles der Cello- 
biase, wahrend aktive Mannanase und Lichenase in verwendbarer 
Form in der alkoholischen Lésung blieb. Der Gebrauch von Aluminium- 
hydroxyd A!') fiihrte zu demselben Ergebnis. 

Mit der so gewonnenen mannobiasefreien Mannanase stellten wir 
erneut das Mannobiose-phenylhydrazon dar. 

Der Versuch, die beiden Polyasen durch Adsorption mit Kaolin, 
bei py = 3 und Elution mit Phosphatpuffer py = 8 zu gewinnen, war 
nicht ermutigend. 

Die einzigen Angaben iiber die Adsorbierbarkeit der Malzamylase 
fanden wir bei Euler®), der bemerkt, da8 das Ferment aus saurer, nicht 


') R. Willstdtter, Liebigs Ann. d. Chem. 422, 72, 1920/21. 
2) H.v. Euler, Chemie der Enzyme, 1. Teil, Miinchen 1920, S. 88. 
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aber aus neutraler und alkalischer Lésung von Kaolin adsorbiert wird '). 
Wir bestatigen diese Angaben in einer Versuchsreihe. Bei der Elution 
mit Phosphatpuffer von py = 8 erhielten wir die Amylase im Eluat, 
jedoch noch vermengt mit der Maltase des Malzes der Byk-Gulden- 
werke A.-G. und mit reduzierenden Bestandteilen. Durch Verringerung 
der zur Adsorption verwandten Kaolinmenge und Beifiigung von 
Alkohol bei der Adsorption lieB sich die Trennung vervollkommnen. 
Zuerst adsorbierten wir in 25 proz., dann einmal in 40 proz. und 
schlieBlich zweimal in 40proz. alkoholischer Lésung, wobei wir zu 
einer aktiven Amylase unter Beseitigung der Maltose und Maltase 
gelangten (in einem besonderen Falle starker Aktivitét der Amylase, 
die aber auch mit emer sehr wirksamen Maltase kombiniert war, mubte 
das Wechselspiel von Adsorption und Elution dreimal wiederholt werden) 

Ein zuverlassiger Vergleich der Wirkung unserer Fermente auf 
die verschiedenen Substrate, deren Aziditaétsoptimum bei dem der 
Malzamylase von py = 5 lag, waren nur bei dieser Aziditat méglich. 
Aus diesem Grunde mubten unsere Fermentlésungen auf die Aziditat 
von py = 5 umgestellt werden. Bei mehrfacher Adsorption und Elution 
war wiederholter Wechsel der Aziditat notwendig. Um diese Um- 
stellung zn erreichen, haben wir uns auf empirischem Wege mit Hilfe 
der Indikatorenmethode eine Tabelle des Mischungsverhaltnisses der 
verschiedenen Puffer zusammengestellt, welche noch fiir andere Zwecke 
niitzlich sein kann und die sich am Schlusse des experimentellen Teiles 
vorfindet. 


Tabelle 1. Alterungsversuche. 


25cem Malzauszug + 10 cem Puffer wurden 18 Tage bei 37° belassen, 
nach dem Altern durch Zugabe entsprechender Puffer auf py 5 ge- 
bracht und auf 50 ccm aufgefiillt. Angewandt 15 cem 0,75 proz. Mannan-. 


Cellobiose-, Starkelésung +- 15 cem gealterten Malzauszugs, bei 37°. 


Titrationen mit Jod nach Willstdtter und Schudel*) mit je 5 cem. 





Mannan 

Zeit . - 

in Stunden _ na ; 3 4 5 6 . 
cem (|Proz.*) ccm Proz. ecm Proz. ecm Proz. com Proz 
0 0,50 — 0.50 —— 0.60 5 0,55 2.5 O58 2.5 
24 0,50 —_ 0,50 ~ 0.85 15 1,10 26 0.75 1] 
48 | 050 — 0.50 —_— 1,25 33 1,25 33 0,95 20 
72 0,50 — 0,50 — 1,40 39 1,25 33 0.95 20 


*) Spaltung auf Mannose berechnet. 


1) Im Gegensatz zu den nach Fertigstellung dieser Arbeit zu unserer 
Kenntnis gelangten Feststellungen von H. Liiers und E. Sellner, Wochenschr. 
f. Brauerei. 42, 97, 1925. 

2) R. Willstdtter and G. Schudel, B. 51, 780, 1918. 
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! 
i % Cellobiose 
Zeit ¥ Pi 
: in Stunden ‘ Pu ‘@ : : en ; s : . 
com Proz com Proz com Proz. com Proz com Proz. 
0 1,60 -— : = 1,65 5 | 1,65 5 1,60 _— 
24 1,60 — 16 =e 2,20 55 | 240 73 2,40 73 
48 1,60 we 1,60 ~- 2.50 82 || 2,45 78 2.40 73 
72 160 — 160 -— | 250 | 82 | 250 82 250 82 
Starke 
Zeit ; _ . 
in Stunden Pu=3 : | . ° Pe: 
com | Proz. com | Proz.|| com Proz. ccm Proz. com Proz. 
0 0,50 — 0,58 7 0,95*) 39 095*) 39 115%) 57 
24 0,50 — 0,80 26 1,25 65 1,35 74 1,35 74 
48 0,60 9 1,05 48 1,30 70 1,35 74 1,45 83 
72 0,70 17 115 57 1,40 78 1,45 83 1,45 83 
*) Nach 1 bis 2 Minuten. 
F] 
3 Adsorptionsversuche. 
Tabelle II. 


Ferment A: 25 ccm Malzauszug, 12,5 ccm Puffer von py = 8, 2 Stunde 


geschiittelt mit 0,1 g Kaolin, nach der Adsorption abzentrifugiert und 

auf py = 5 durch Zugabe von 12,5 cem Puffer von py = 2 umgestellt. 
Ferment B: 25 ccm Malzauszug, 12,5cem Puffer von py = 5, behandelt 

ebenso wie Ferment A. 12,5 cem H,O (zugegeben nach der Adsorption). 
Ferment C: 25cem Malzauszug, 12,5 ccm py = 3, behandelt ebenso wie 

Ferment A. Umgestellt mit 12,5 ccm py = 7. 

Versuche. 1l5cem 0,6proz. Mannan- oder Cellobioselésung, 5 ccm 
Fermentlésung (A oder B oder C), 5cem H,O, bei 37°. Titrationen mit 


je 5cem. 





Untiyote Reem” ects 
Cellobiose ***) 




















zeit |__Manaaa®*)_ 

in Stunden Pu=3 8 3 s 
i , com Proz. a “com re Proz. ccm é  Proz. com Proz. 
‘3 0 28 | —f ss |—| se | —| oa = 
i 24 3,0 4 3,7 31 3,9 — 44 5O 
: 48 3,0 4 45 58 39 —_— 4,5 55 
4 72 | 30 4 | 5.0 76 3,9 —- 50 100 
i Tree Dialysierter Malzauszug*) a 
Mannan **) Cellobiose ***) 
i Zeit ie ee, = ee ee ee ae ra 
it Dy = 3 5 s 3 5 8 
; ecm Proz.. ccm Proz. ecm ; Proz. ecm | Pros. cem |Proz. j com : Proz. 
| 0 — |—]|—|_—| — | — jess|— jess|— jess) — 
: ‘ 24 015 6 0,35 13° 06 | 22 |095 — (135) 46, 1,35) 46 
; 48 015 6 055 20 O09 | 33 |095 — 1,85, 9 1,85 95 
i 72 015) 6 085 21 17 = 62 (095 — | 1,85 | 95 | 1,85 | 95 
i *) Titrationen mit je 5ccm nach Willstdtter und Schudel. — **) Die Spaltung wurde aut 
oy Mannose berechnet, — ***) Die Menge Glucose neben der ungespaltenen Cellobiose wurde durch 
Bf empirische Rechnung festgestellt, ebenso auch bei Tabelle |. 
ay 
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Adsorptionsversuche in Gegenwart von Alkohol. 


Tabelle 111. 


l5cem Malzauszug, 10cem 50proz. Alkohol, 5cem Puffer von py 5 
oder 7 oder 8, 4% Stunde geschiittelt mit 0,1 g Kaolin, nach der Adsorption 


abzentrifugiert und auf p,, = 5 durch Zugabe von 5ccm Puffer von 
Py = 5, 3 oder 2 umgestellt. 10 cem 0,3proz. Mannan- oder 0,5proz. 


Cellobiose- oder 0,2 proz. Licheninlésung, 10 cem des vorbehandelten 
Malzauszuges bei 37°. 
Titration mit je 5ceem nach Bertrand*). 





Zeit 


_Mannan **) Cellobiose ***) Lichenin +) 
Pa = § 7 8 5 7 8 5 7 8 
me Proz. ce Proz. ce Proz ce Proz ce Proz. ce Proz c Proz. c Prog. ce Proz 
—_ — — —«-—_—— | — 18,13) — 18,13 — 118,13 —- —- ee ee —_ 
2,36 29 2.54 31 2,54 31 22,90) 56 2290 56/2226 50 — — 5,08 67 4,13 
3,27 40 636 78 7,95 98 23,71) 62 22,90 56/2226 50 — — 636 84 540 7 
3.27 40 7.95 98 822100 —|— — — — — 636 84 6,36 


*) Wegen der Gegenwart von Alkohol konnte nicht mit Jod titriert werden **) Da bei 
diesem Versuche die Glucosaozonreaktion negativ ausficl, berechneten wir die Spaltung des 
Mannans auf Mannobiose unter der Voraussetzung, da Mannobiose halb so stark Fehling sche 
Lésung reduziert als Mannose. — ***) Die Menge Glucose neben der ungespeltenen Cellobiose 
wurde durch empirische Rechnung festgestellt. — +) Die Abwe 6 Mengen von 
Glucose im Hydrolysat wurde durch die Nichtbildung des Glucosazons wahrscheinlich gemacht. 





Mannobiose-phenyihydrazon. 

Mikro-K jeldahl- Bestimmung. ©,gH gQ0,)N,: Ber.: 6,5 Proz. N. 
0,0105 g Substanz verbrauchten 2,61 cem n/50 H,SO, entsprechend 
6.8 Proz. N. 

Versuche iiber Amylase. 

Zur Nachpriifung der Angaben Eulers iiber die Adsorption der Malz- 
amylase durch Kaolin bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen bereiteten wir einen Malzauszug, indem wir 170g Darrmalz 
( Byk-Guldenwerke A.-G.) mit 600 com Wasser und einigen Tropfen Toluol 
iibergossen und nach zweititigem Stehenlassen im Eisschrank ab- 
nutschten. 

Die Versuche wurden folgendermaBen angesetzt: 

1. 25cem Malzauszug, 12,5cem Puffer py = 3, 35g Kaolin 
wurden geschiittelt und nach halbstiindigem Stehenlassen abgesaugt, 
50 cem Wasser zugesetzt, wiederum mit 7g Kaolin geschiittelt, eine: 
\, Stunde stehengelassen, abgesaugt und 12,5 cem Puffer von py = 7 
zugesetzt, um auf p, = 5 zu kommen. (In der endlich zum Versuch 
verwandten Fermentlésung war somit der vierte Teil Malzauszug 
enthalten.) 

2. 25cem Malzauszug, 12,5 ccm Puffer py = 8, 3,5 g Kaolin, alles 
wie bei 1., nur muBten, um auf py, = 52u kommen, 12,5 cem Puffer 
Pu — 2 cugesetzt werden. 





54 





122 H. Pringsheim, A. Genin u. R. Perewosky : 


AuBerdem zum Vergleich: 


3. 25cem Malzauszug, 50 cem Wasser, 25ccm Puffer py = 5. Die 
Eigenreduktion wurde bestimmt und im folgenden stets von den 
Resultaten in Abrechnung gebracht. 

Wir pipettierten nun je 20 cem | proz. Starkelésung in drei Stépsel- 
flaschen und fiigten je 2cem der obigen Fermentfliissigkeiten und je 
Seem Puffer py = 5 zu. Fir die Titrationen wurden stets je 5 ccm 
entnommen. Die Zahlen der Tabelle geben die verbrauchten Kubik- 
zentimeter n/10-Permanganat an. 





Zeit 
in Stunden 


0 0,27 ’ 1,69 
2 0,17 2,79 
6 0,37 28 3,49 
Somit ist nur beim Versuch | die Adsorption des Fermentes 
erreicht worden. 


Der Malzauszug wurde auf Maltase gepriift. Wir gaben zusammen 

2ccem Maltoselésung (2,25 proz.), 1 cem Malzauszug, 2 cem Wasser, 
5eem Puffer py = 5. Titrationen mit je 5eem. Nach Abzug der 
Eigenreduktion von Maltoselésung und Malzauszug ergab sich folgende 
Erhéhung der Reduktionskraft nach 24 Stunden: 





t Zuwachs in ccm Permanganat 


0 0,2 


, 


24 1,1 


Das entspricht nach 24stiindiger Einwirkung einer Spaltung von 
24 Proz. 

I. 25ceem Malzauszug, 12,5cem Puffer py = 3, 50cem Wasser, 
7g Kaolin wurden zusammengegeben, zentrifugiert, die Fliissigkeit 
abgegossen, das Adsorbat mit Puffer py = 8 eluiert (25cem Puffer 
und 25cem Wasser), nunmehr 25cem Puffer py = 2 zugegeben, um 
auf py =5 umzustellen. Mit der gewonnenen Fermentfliissigkeit 
El] Al wurde ein Starkespaltungsversuch ausgefiihrt: 


20 cem | proz. Starkelésung, 5cem Puffer py, = 5, 5 cem Ferment- 
lisung El A I. 





t (Stunden) Reduktion in com Permanganat 


0 0.11 
2 091 
4 4.36 
6 531 
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5ecem der Fermentlésung El A 1 verbrauchten bei der Reduktions- 
bestimmung 2,53 ccm Permanganat; ein grober Teil der reduzierenden 
Bestandteile des Malzauszuges ist also bei Adsorption mitgefiihrt 
worden. 


Auch die Maltasewirkung war nur wenig geschwiacht. 


Il. 25 cem Malzauszug, 50 cem 50 proz. Alkohol, 25 cem Puffer py =3, 
3¢ Kaclin wurden geschiittelt, nach halbstiindigem Stehenlassen 
abfiltriert, das Adsorbat mit 25 ccm Wasser und 25 ccm Puffer py = 8 
eluiert und nach dem Abfiltrieren mit 25 ccm Putfer p,, = 8 versetzt. 
Die gewonnene Fermentfliissigkeit bezeichnen wir El A Il. Wir setzten 
mit dieser Fermentlésung einen Starkespaltungsversuch an. 


20 cem I proz. Stirkelésung, 5cem Puffer py = 5, 5eem El A IT. 





t (Stunden) Reduktion in ccm Permanganat 


033 
2.93 
3,78 
3,95 
4,13 


5eem der Fermentfliissigkeit El A Il verbrauchten bei der Re- 
duktionsbestimmung 0,75 ccm Permanganat: die Lésung war schon 
weitgehend von reduzierenden Bestandteilen gereinigt. 

Dagegen ergab die Priifung auf Maltase nach ', Stunde eine 
Spaltung der Maltose zu 7 Proz. 

III. 25cem Malzauszug, 25cem Puffer py = 3, 200 cem 50 proz. 
Alkohol 3 g Kaolin. Das Adsorbat wurde mit 25 cem Wasser und 25 ccm 
Puffer p, = 8 eluiert und nach der Filtration mit 25 cem Puffer py = 2 
auf py = 5 umgestellt. Die gewonnene Fermentfliissigkeit bezeich- 
neten wir mit El A IIT. 

IV. Alles genau wie III, nur statt 3 g Kaolin 0,5 verwendet. Diese 
Fermentfliissigkeit nannten wir El] A IV. 

Mit El A III und El ATV wurden wieder Starkespaltungsversuche 
angesetzt. 


Je 20 cem | proz. Stirkelésung, 5 cem Puffer py = 5, 5eem El A III 
bzw. El] AIV 





t (Stunden) EIA Il 


0 0,64 
3 3,59 
bly 3,44 
5 3,79 
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5cem El A III verbrauchen 0,35 cem Permanganat, 5 ccm El A IV 
verbrauchen 0,30 ccm Permanganat, was einen weiteren Fortschritt 
in der Reinigung darstellt. Bei der Priifung auf Maltase gab El A III 
nach 42 Stunden 21 proz. und ELATIV 8 proz. Spaltung, also eine 
bedeutend verminderte Aktivitat. 


V. 50cem Malzauszug, 125com Wasser, 25cem Puffer py = 3, 
0,5 g Kaolin. 

Das Adsorbat wurde eluiert mit: 150 ccm Wasser, 16,6 ccm Puffer 
Py = 8; nach dem Abfiltrieren wurden 33,2cem Puffer p, = 1.6 
zugegeben, um auf py = 3 zuriickzukommen; es wurde nochmals 
mit 0,5g Kaolin geschiittelt. Das Adsorbat eluierten wir nun mit 
100 com Wasser und 25 ccm Puffer pq = 8, nach der Filtration gaben 
wir 25cem Puffer py = 2 zu. Die gewonnene Fermentlésung be- 
zeichnen wir mit El A V. 


Starkespaltungsversuch mit E] AV. 20cem I proz. Stirkelésung, 
5cem Puffer py, = 5, 5eem EA V. 





t Reduktion in ccm Permanganat 


0 04 
24 43 


5 eem El A V verbrauchen 0,1 com Permanganat. Bei der 
Priifung auf Maltase stellten wir nach 42 Stunden eine 17proz., 
Spaltung fest. 


VI. 25cem Malzauszug, 5cem Puffer py = 3, 120 cem 50 proz. 
Alkohol, 1 g Kaolin. 


Das Adsorbat eluierten wir mit 25 cem Wasser + 5ccm Puffer 
Pu 8, das Filtrat wurde mit 10 ccm Puffer py = 1,6, 0,5 g¢ Kaolin 
und 160 cem 50 proz. Alkohol geschiittelt ; das Adsorbat wurde nochmals 
eluiert mit 12,5 cem Wasser + 12,5cem Puffer pg = 8; das Filtrat 
wurde mit 12,5 ccm Puffer p, = 2 versetzt. Diese Fermentfliissigkeit 
bezeichneten wir mit El A VI. 


Starkespaltungsversuch mit El A VI. 





|| Reduktion in com Permanganat 


| 0,85 
42 
42 52 


5eem der El AVI verbrauchten 0,15 ccm Permanganat. Bei 
Priifung auf Maltase lieB sich endgiiltig nur eine Spaltung von 
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2 Proz. feststellen. Das Ziel der Abtrennung der Amylase von der 
Maltase und den reduzierenden Bestandteilen des Malzauszuges war 
so gut wie volistandig erreicht. 


Umstellung der Pufferlésungen. 








«, Zusatz von Puffer*) Z¥satz von 
Angewendter Putter ) Pu = 7°) Ergebnis py Angewandter er*) p 6°) Ergebnis py 

Pu com com Pu ccm com 

] 1,0 5,0 6.6 l I 5 3.0 
I 15 45 6,2 2 l 5 43 
l 44 1,6 58 3 l a) 49 
l 43 1,7 5,4 4 5 l 44 
l 4,2 18 43 4 4 2 45 
2 2,0 4.0 58 4 3 3 49 
2 2.5 35 5,0 7 

3 5,0 10 40 mane" 

3 4.0 20 44 2 3 3 5,0 
3 3.0 3.0 49 1,6 4 2 3,0 
4 5.0 1,0 45 

4 4,0 2,0 4,7 

4 3,0 3,0 5,2 

4 3,5 25 5.0 

*) n/10-HCI bzw. Citrat + HCI. 

**) Phosphat. 


Der van ’t Hoff-Stiftung danken wir fiir die Unterstiitzung zu 
dieser Arbeit. 


Chemie und Pharmakologie einer neuen Benzylverbindung 
(Betilon). 
Von 
U. Hintzelmann, G. Joachimoglu und H. Ohle. 
(Aus dem chemischen und pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10, August 1925.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. Chemischer Teil. 


Von 
H, Ohle. 


Die grundlegenden Untersuchungen von Jacob Pal') und David 
I. Macht*) iiber die pharmakologischen Wirkungen der Benzylver- 


bindungen haben bereits eine ganze Reihe von Benzylpriaparaten ge- 
zeitigt, die zur therapeutischen Verwendung vorgeschlagen worden 
sind. Nach Macht ist der Trager der pharmakologischen Wirkung 
aller dieser Benzylderivate der Benzylalkohol, der aus ihnen durch 
Verseifung abgespalten wird. In der Tat konnten Volwiler und Vliet*) 
einen gewissen Zusammenhang zwischen der Hydrolysierungs- 
geschwindigkeit der Benzylester in alkalischen Medien und der 
pharmakologischen Wirkung auffinden, der mit dieser Machtschen 
Auffassung im Einklang steht. 

Der Anwendung des Benzylalkohols und seiner Ester mit organi- 
schen Sauren in der Therapie steht jedoch die geringe Wasserléslichkeit 
dieser Verbindungen auBerordentlich hindernd im Wege. Man hat 
diesen Ubelstand zu beseitigen versucht, indem man den Benzyl- 
alkohol zu sauren Estern kombinierte. So sind beispielsweise die Alkali- 
salze der Monobenzylester der Bernsteinsiure und Phthalsaure zu 

1) Pal, Wien. klin. Wochenschr. 1900, Nr. 23; vgl. Heffters Handb. 2, 
2. Halfte, 999. 

2) Journ. of Pharm. and exper. Therap. 11, 419, 1918; vgl. auch Mercks 
Jahresber. 33/34, 4, wo man eine iibersichtliche Zusammenstellung der 
Literatur bis 1920 findet. 

3) Volwiler und Vliet, Amer. 
1290. 


Soc. 48, 1672; Chem. Centralbl. 1922, I, 
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diesem Zwecke dargestellt worden'). Diese Estersiuren sind nur sehr 
schwache Sauren und ihre Salze daher in wisseriger Lésung weit- 
gehend hydrolytisch gespalten. Die Lésungen reagieren folglich stark 
alkalisch, was fiir die Haltbarkeit dieser Substanzen bei ihrer leichten 
Verseifbarkeit nicht giinstig ist. Diese unangenehme Eigenschaft 
weisen die Benzylester von mehrbasischen anorganischen Sauren nicht 
auf. Die Salze der Benzylschwefelsdure, C,H, .CH,.OS80O,H, und 
der Dibenzylphosphorsaure, (C,H;.CH,.0O),PO,H, reagieren in 
wiasseriger Lésung neutral oder nahezu neutral. Sie haben aber dafiir 
wieder den Nachteil, von Alkalien nur duBerst schwer verseift zu 
werden. Fiir den Phosphorsaureester ist dieses Verhalten von Larsen 
und Kéhler*) bewiesen worden, fiir den Schwefelsaureester nach meinen 
Erfahrungen an Zuckerschwefelsaureestern mit gréBter Wahrscheinlich- 
keit anzunehmen. 

Ein wirksamer, d. h. leicht verseifbarer Benzylester muB also den 
Benzylrest an einer Carboxylgruppe gebunden enthalten. Aus der 
Arbeit von Volwiler und Vliet (|. c.) ergibt sich, daB die Benzylester 
der Stearinsiure, Essigsiure, Bernsteinsiure und Fumarsiure dieser 
Reihenfolge gemiB mit steigender Leichtigkeit verseift werden, daB 
also in der aliphatischen Reihe mit steigender Aciditat der Saure- 
komponente die Hydrolysierungsgeschwindigkeit zunimmt. Es war 
daher zu erwarten, daB auch die Benzylester von Oxysiuren, ins- 
besondere a-Oxysaiuren, durch Alkalien sehr leicht gespalten werden. 
Das ist in der Tat der Fall. Ich fiihre als Beispiel den Benzylester der 
Mandelsiure an. 

2,4050 g Benzylmandelat wurden in 400 ccm 90proz. Alkohol 
gelést, mit 400 ccm n/20 NaOH versetzt und mit Alkohol auf 1000 ccm 
aufgefiillt. Die Lésung war also in bezug auf Alkali n/50. Die Spal- 
tung wurde bei etwa 25° ausgefiihrt. Nach bestimmten Intervallen 
wurden 100cem entnommen, mit 50cem n/20 H,SO, versetzt und 
mit n/20 NaOH zuriicktitriert. Indikator Phenolphthalein. Von der 
durch Verseifung entstandenen Mandelsiure wurden verbraucht: 

nach 15 Minuten 19,86 cem n/20 NaOH 


a. ae fe 22.43 ,, n/20 NaOH 
45 “ 22,72 ,, n/20 NaOH 


=~ 


Fiir die vollstandige Hydrolyse des Mandelats sind berechnet 
19,86 cem. Der scheinbare Mehrverbrauch an Alkali ist darauf zuriick- 
zufiihren, daB bei so groben Verdiinnungen Phenolphthalein den 
Neutralpunkt nicht richtig anzeigt. Mit Methylorange erzielt man in 


') Vel. Amerik. Patente 1485377, 1385378, 1485579; Chem. Central- 
blatt 1925, I, 1631. 
*) Liebigs Ann. 262, 211. 
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diesem Falle die richtigen Endwerte (vgl. weiter unten). Nach einer 
halben Stunde ist also das gesamte Benzylmandelat gespalten. 

Die Benzylester der Oxysiuren erscheinen mithin fiir thera- 
peutische Zwecke sehr geeignet, doch leiden sie gleichfalls an dem 
Mangel, in Wasser unléslich zu sein. Fiihrt man sie indessen in ihre 
Schwefelsiurehalbester iiber, so erhalt man Benzylverbindungen, die 
allen Anforderungen gerecht werden. Diese Siuren liefern spielend 
leicht und mit neutraler Reaktion in Wasser lésliche Alkalisalze, die 
sowohl von Sauren als auch von Alkalien mit gréBter Leichtigkeit 
zerlegt werden. Fiir die therapeutische Verwendung eignet sich aus 
chemischen Griinden, wie die Untersuchung einer ganzen Reihe von 
Oxysiurebenzylestern ergeben hat, am besten der Schwefelsiurehalb- 
ester des Benzylmandelats, 

C,H, .CH,.0.CO.CH.C,H,. 


O.S0,H 
fiir dessen Na-Salz die kurze Bezeichnung Betilon eingefiihrt wird 
Seine Darstellung geschieht nach einem zum Patent angemeldeten 
Verfahren von der Auguste Viktoria-Apotheke, Berlin SW 11. 
Das Betilon kristallisiert aus 95proz. Alkohol auf Zusatz von 
gewohnlichem Ather in schénen glasklaren Nadeln, die je nach der 
Geschwindigkeit der Abscheidung verschiedene GréBe erreichen. Es 


kann auch aus Aceton mit Benzol in Niadelchen ausgefiallt werden. 
Es enthalt 1 Mol. Kristallwasser, das es schon im gewéhnlichen Vakuum 
iiber CaCl, allmahlich verliert, aber an feuchter Luft begierig wieder 
aufnimmt. Es schmilzt bei 106° und zersetzt sich gegen 200°. 
Analyse. 0,1530 g Substanz verlieren bei 80° im Hochvakuum iiber P,O, 

6,8 mg H,O. 

0,1462 g Substanz geben 0,2833 g CO, und 0,0581 g H,O. 

0,2494g —,, .  0,0506 g Na, SO,. 

0,1719 g % » 09,1158 g¢ BaSO,. 





Cc | H | Na S 
Proz. Proz. | Proz. Proz. 


Gefunden .. . . 5284 445 657 9,26 
Berechnet fiir C,; H,,;0,5 Na (— 344,1). . 52,29 3,81 6,68 9,31 
Ber. fiir 1 Mol. Kristallwasser 4,97 Proz., gefunden 4,44 Proz. H,O. 


Beim Kochen mit verdiinnter Salzsaure zerfallt Betilon in Mandel- 
siure, Benzylalkohol und Schwefelsiure. Von verdiinnter Kalilauge 
wird es schon in der Kalte sehr schnell in das Kaliumsalz der Mandel- 
schwefelsiure, C,H,.CH(OSO,K).COOK, und Benzylalkohol ge- 
spalten. Mit n/50 NaOH ist die Verseifung bei Zimmertemperatur 
schon nach 30 Minuten vollstandig. Sie verliuft also ebenso rasch 
wie beim Benzylmandelat selbst. Sie wurde unter den gleichen Be- 











A ea ls egeceennynet 





Neue Benzylverbindung (Betilon). 120 


dingungen ausgefiihrt, nur mit dem geringfiigigen Unterschied, daB 
mit rein wisseriger NaOH gearbeitet wurde. 

1.4749 g Substanz auf 1000 cem, davon Portionen zu 200 ccm titriert. 
Nach 15 Minuten 17,21 cem n/20 NaOH 


30 pa 17,69 ,, n/20 NaOH _ gegen Phenolphthalein 
<< ” 17,75 ,, n/20 NaOH 
45 = 16,26 n/20 NaOH = gegen Methylorange 


Ber.: 16,3 cem 


Die Benzylmandelatschwefelsiure gibt ein schén kristallisiertes, 
in Wasser schwer lésliches Bariumsalz, fernet sehr schwer lésliche und 
gut kristallisierende Brucin- und Strychninsalze, die sich zum Nachweis 
und zur Identifizierung des Betilons ausgezeichnet eignen. Alle anderen 
Metallsalze sind in Wasser mehr oder weniger leicht léslich. Nur mit 
basischem Bleiacetat geben die wisserigen Lésungen des Betilons eine 
dicke milchige Triibung, die sich harzig an den Glaswinden absetzt, 
in Alkohol léslich ist, aber nicht zur Kristallisation gebracht werden 
kann. Das Cinchoninsalz ist auch in Wasser fast unléslich, kristallisiert 
aber nicht. 

Das Bariumsalz fallt aus der wasserigen Lésung des Betilons auf 
langsamen Zusatz von Bariumchlorid in glitzernden breiten Nadelchen 
aus, die 6 Mol. Kristallwasser enthalten, von denen 5 Mol. schon beim 
Aufbewahren im Vakuumexsikkator bei Zimmertemperatur itiber 
CaCl, abgegeben werden. Das letzte Molekiil laBt sich aber selbst im 
Hochvakuum bei 80° iiber P,O; nicht austreiben. Es schmilzt bei 90° 
im Kristallwasser und zersetzt sich bei etwa 160°. Es wird von Methyl- 
alkohol, Alkohol und Aceton schon in der Kalte leicht gelést. 


Analyse. 0,1523g Substanz verlieren 0,0158g H,O 10,38 Proz, 
Ber.: Gewichtsabnahme fiir 5 Mol. H,O 9,88 Proz., fiir 6 Mol. 12,16 Proz. 
0,1365 g Substanz geben 0,2270 g CO, und 0.0522 g H,O. 





0,2124 ¢ - * 0,0615¢ BaSO, 
0.1979 ¢ - a 0,0589 ¢ BaSQ,. 
Cc H Ba S 

Proz. Proz. Proz. Proz. 
Co a ee ae 45,35 4,28 17,04 8,17 
Berechnet fiir Ba-Salz ..... 46.17 3.36 17,50 8,22 
os Ba-Salz+ 1H,O . 45,12 3.54 17,22 8,04 
Ba-Salz+2H,O . 44.13 3.71 16.84 | 7,86 


Das Brucinsalz fallt aus der wasserigen Lésung des Betilons mit 
Brucinchlorhydrat als Sirup aus, der beim Anreiben mit Alkohol 
sofort erstarrt. Aus Alkohol kristallisiert es in feinen Nadelchen, die 
kein Kristallwasser enthalten und unscharf bei 212° unter Zersetzung 
und vorhergehendem Sintern schmelzen. 
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Analyse. 0,2058 g Substanz geben 0,0652 g Ba SO,, gefunden 4,35 Proz., 
berechnet 4,49 Proz. 3S. 

Auch das Strychninsalz fiallt beim Versetzen einer wisserigen 
Lésung von Betilon mit Strychoinchlorhydrat élig aus, erstarrt aber 
beim Anreiben mit Alkohol sofort. In heiBem Alkohol ist es leichter 
léslich als das Brucinsalz und kristallisiert daraus in Drusen glanzender 
Stabchen, die bei 210° zu sintern beginnen und bei 212 bis 214° unter 
Zersetzung schmelzen. Es enthialt gleichfalls kein Kristallwasser. 


Il. Pharmakologischer Teil. 


Von 
U. Hintzelmann und G,. Joachimoglu. 


Die im chemischen Teile mitgeteilte Konstitution des Betilons 
veranlaBte uns, zunichst seine Wirkung auf die glatte Muskulatur zu 
priifen. 

Bei der leichten Léslichkeit der Substanz in Wasser (es lassen sich 
auch l0proz. Lésungen herstellen) machte die Bereitung der fiir die 
Versuche erforderlichen Lésungen keine Schwierigkeiten. 


Wirkung auf den Meerschweinchenuterus. 

Wir haben zunichst eine Versuchsreihe angestellt, in der wir die 
Wirkung des Benzylesters auf den isolierten Meerschweinchenuterus 
priiften. Fiir die Untersuchung verwandten wir Meerschweinchen von 
etwa 150 bis 250g Kérpergewicht. Wir benutzten die gewébnliche 
Tyrodeliésung von der Zusammensetzung: NaCl 8,0, KCl 0,2, MgCl, 
0,1, NaH, PO, 0,05, Na HCO, 0,5: Traubenzucker 1,0; CaCl, 0,1; Aqua 
dest. 1000.0. py 7.2. 

Fiir einige Versuche haben wir eine etwas kalkreichere Tyrode- 
lésung verwendet'). Wir glauben nicht, daB der Unterschied in der 
Zusammensetzung der Niahrlésung irgend einen EinfluB auf die 
Resultate unserer Versuche ausgeiibt hat. Der Inhalt des GefaBes, in 
dem wir das Uterushorn suspendierten, betrug 40 cem. Die Temperatur 
des Wasserbades wurde mittels des friiher beschriebenen Thermo- 
regulators?) konstant gehalten. 

Die angewandten Konzentrationen betrugen 1: 400 bis 1 : 2000. 
Wir haben bis zu einer Konzentration von 1: 1500 eine deutliche Ab- 
nahme des Tonus feststellen kénnen. Bei der Konzentration 1 : 2000 
war eine Wirkung nicht mehr nachweisbar. Eigentiimlich ist, daB mit 


1925, S. 10. 


') Vel. P. Trendelenburg, Klin. Wochenschr., Jahrg. 4, 
*) G. Joachimoglu, diese Zeitschr. 108, 49, 1920. 
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der Tonusabnahme das Uterushorn, welches vor der Giftapplikation 
keine Kontraktionen zeigte, nunmehr deutliche Kontraktionen aus- 
fiihrte (vgl. Abb. 1). 


Abb. 1. Untere Kurve FortsetzungJder oberen. 








Wirkung auf den isolierten Darm. 
a) Versuchsanordnung nach Magnus. Fiir die Versuche wurde 
Kaninchendiinndarm verwendet. Wir benutzten (ie gewdéhnliche 


Tyrodelésung, deren Zusammensetzung oben bei den Uterus- 

versuchen angegeben ist. Bei einer Konzentration von 1: 400 haben . 
wir eine deutliche Abnahme des Tonus beobachtet. Es folgten beim 

geringeren Tonus Kontraktionen. Bei einer Verdiinnung |: 800 war 

nur eine Tonusabnahme deutlich. Die Héhe der Kontraktionen war 

gering (vgl. Abb. 2 und 3). 





vee . a 
SRK SR Wy we 





Abb. 2. Untere Kurve Fortsetzung der oberen 





Abb. 3. 


a 
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b) Versuchsanordnung nach Trendelenburg. Beziiglich der Technik 
verweisen wir auf die Abhandlung von P. Trendelenburg'). Wie aus 
folgender Tabelle hervorgeht. war noch bei einer Konzentration von 
1: 30000 eine Wirkung nachweisbar, d.h. durch eine Erhéhung des 
hydrostatischen Druckes war eine Auslésung von peristaltischen Be- 


wegungen nicht mehr méglich. 





Tabelle I. 





A. a — Menge Verdunnung Resultat 

15/25 2 (1:10) 1: 500 keine Peristaltik 
22/25 1 (1:10) 1: 1000 . i 

22/25 05 (1:10) 1: 2000 “i o 

28 34 0,25 (1: 10) 1: 4000 z ~ 

20/23 05 (1:50) 1: 10000 € ee 

19/24 03 (1:50) 1 : 30000 Peristaltik angedeutet 
20/23 0,1 (1:50) 1 ; 50000 2 deutlich 


Wirkung auf die glatte Muskulatur des Blutegels. 
Die Praparation wurde nach der von Fiihner?) beschriebenen 
Methode vorgenommen. Zur Registrierung verwendeten wir ein langsam 
laufendes Kymographion. Wie Abb. 4 zeigt, tritt eine Abnahme des 





Abb. 4. Die untere Kurve stammt von einem Muskelstiick des gleichen Tieres. 


Tonus bei einer Konzentration 1 : 400 auf (obere Kurve). Gleichzeitig 
haben wir als Kontrolle ein Stiick desselben Tieres in froschisotonischer 
Ringerlésung aufgespannt (vgl. Abb. 4 untere Kurve). Man sieht, dab 
eine Anderung des Tonus auch nach mehreren Stunden nicht eintritt. 


Blutdruckversuche. 

Zu den Versuchen haben wir Kaninchen verwendet und den Blut- 
druck in der iiblichen Weise registriert. Abb. 5 zeigt die Beeinflussung 
des Blutdruckes nach intravenéser Injektion von 0,2 bis 1,5 cem einet 
wasserigen 10proz. Lésung. Das Kérpergewicht der Tiere betrug etwa 
2,4 kg. 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 81, 55, 1917. 
2) Abderhalden, Arbeitsmethoden, Abtl. 4, Teil 7, S. 463. 
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Die Versuche zeigen, daB diese Benzylverbindung pharmakologisch 
ebenso zu bewerten ist, wie die von Macht beschriebenen Benzylester, 
und man berechtigt ist, sie therapeutisch wie andere Benzylverbindungen 
bzw. das Papaverin zu verwenden. Voraussetzung ist dabei, dai 





Abb. 5. Zeit = 5 Sekunden 


andere Wirkungen, die eine therapeutische Anwendung verbieten, 
nicht vorhanden sind. Um uns dariiber zu _ unterrichten, haben 
wir eine Reihe von Versuchen angestellt, in denen wir die in 
Wasser geliste Substanz Kaninchen subkutan injizierten. Die Ver- 
suche sind in folgender Tabelle zusammengestellt : 


Tabe lle Il. 





Nr <coutens Insgesamt Fee bg 
kg “ 
l 2.15 le nm 7cem 0.465 keine Symptome 
2 2.0 i. wie 1.0 
3 2.25 4¢.10 , 1.78 
4 2,13 ig ae 28] 
5 2,25 Sg = 3.56 Atembeschleunigung 


s 
$ 


Exitus in der Nacht 














; 
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; 

hiy , 2 - 

ith Demnach betrigt die Dosis letalis des Benzylesters 3,56 g pro Kilo- 

il gramm. Bei intravenéser Injektion ist die Dosis letalis viel geringer 
0.5 ¢ Substanz in 10 cem Wasser gelést, tétet ein Kaninchen mit einem 
Koérpergewicht von 2,4 kg innerhalb | Minute. Bei Injektion von 
gréBeren Dosen tritt der Tod unmittelbar nach der Injektion ein. Die 
Ursache des Todes ist wohl hier auf die starke Blutdrucksenkung 

{ zuriickzufiihren. 

SchlieBlich haben wir noch einen Versuch an einem normalen 


Menschen ausgefiihrt. Wir verabreichten ihm 0,2 g der Substanz in 


} 
: 30 com Wasser gelést. Die Lésung schmeckt stark bitter. Der bittere 

Geschmack hilt noch nach Ausspiilen des Mundes mit Wasser etwa 
j 2 Minuten an. Irgendwelche Symptome traten bei der Versuchsperson 
; nicht auf. 




















Uber den Gehalt der wichtigsten Proteinarten 
der Lebensmittel an Tryptophan 
und ein neues Verfahren der Tryptophanbestimmung. 


Von 
J. Tillmans und A, Alt. 


(Mitteilung aus dem Universitatsinstitut fiir Nahrungsmittelchemie in 
Frankfurt a. M.) 


(Kingegangen am 10. August 1925). 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem durch die klassischen Arbeiten Emil Fischers der Aufbau des 
EiweiBmolekiils uns einigermaBen naher gebracht wurde, sind im Laufe 
der letzten Jahrzehnte eine Reihe von Veréffentlichungen erschienen, 
in denen die einzelnen Bausteine bzw. Aminosiuren_hinsichtlich 
ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften eingehend studiert 
wurden. Gleichzeitig suchte man vom physiologischen Standpunkte 
aus zu ergriinden, welche Bedeutung den Aminosiauren in bezug auf die 
Ernahrung und den Aufbau des mensechlichen Organismus zukommt. 
Osborne und Mendel haben in dieser Hinsicht eingehende Untersuchungen 
iiber das Tryptophan, jenen bekannten heterozyklischen EiweiBkomplex, 
Indolalanin, ausgefiihrt und sind dabei zu dem Resultat gekommen, 
daB dem Tryptophan, besonders bei Wachstumsvorgiingen, eine hohe 
Bedeutung zufillt. 

Auf Grund dieser Arbeiten ist eine Reihe von Versuchen an- 
gestellt worden, den Tryptophangehalt tierischer wie pflanzlicher 
Proteine quantitativ zu bestimmen. Eine Isolierung und quantitative 
Bestimmung des Tryptophans durch Saurehydrolyse, was wohl das 
Naheliegende ware, ist nicht durchfiihrbar, da das Tryptophan bei voll- 
stindiger Hydrolyse restlos unter ,,Melanoidinbildung* zugrunde geht. 
Mit Riicksicht auf diese Eigenschaft des Tryptophans wurde von ver- 
schiedener Seite versucht, bestimmte Farbenreaktionen der Eiweib- 
kérper, die spezifisch an den Tryptophankomplex gekniipft sind, fiir 
kolorimetrische Bestimmungsmethoden in Anwendung zu_ bringen 
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l. Kritische Betrachtungen iiber die bisherigen Versuche 
zur Tryptophanbestimmung in Proteinen, 


Otto Firth und Edmund Nobel') haben das Verdienst, als erste dies« 
simtlichen Methoden einer eingehenden Priifung unterzogen und auf ihr: 
Brauchbarkeit naher studiert zu haben. Es hat keinen Wert, auf alle diese 
Methoden, die zum Teil recht umstandlich auszufiihren sind, so von Leven: 
und Rouiller*), Fasal*), Herzfeld*), Sanders und May*), Annie Homer® 
nochmals naher einzugehen, da sie durch neuere Untersuchungen fast alle 
iiberholt sind. Vergleicht man auch die mit Hilfe derselben erzielten 
Resultate, so mu man zu dem SchluB kommen, daB vielleicht mit Aus- 
nahme der Methode von Sanders und May, keinen Anspruch auf quantitative 
Genauigkeit erheben darf. So findet z. B. Fasal fiir Casein 0,65 Proz., 
Herzfeld 0,51 Proz., Homer schwankende Werte von 0,99 bis 1,24 Proz., 
wahrend Hopkins und Cole aus Hammarstenschem Casein bereits 1,5 Proz. 
Tryptophan isoliert haben. Nur Sanders und May finden 1,6 Proz., was 
dem tatsachlichen Werte auch entspricht. Doch ist ihre Methode sehr 
umstandlich. Sie verfahren folgendermaBen: Die EiweiBsubstanz wird 
zuerst einer tryptischen Verdauung, dann der Faulnis unterworfen, wobei 
das abgespaltene Tryptophan in Indol iibergeht. Dieses wird mit einem 
Dampfstrom itiberdestilliert und schlieBlich mit Hilfe der Nitrosoindol- 
reaktion kolorimetrisch bestimmt. 


Kolorimetrische Untersuchungen iiber Tryptophan von Firth und Nobel. 


Alle diese erwihnten Versuche beruhten in der Hauptsache auf 
Farbenreaktionen, die spezifisch an das Tryptophan bzw. seine Abbau- 
produkte gebunden sind. 


Auf diesem Wege arbeiteten auch Fiirth und Nobel weiter, und sie 
glaubten, in der bekannten EiweiBreaktion von Voisenet’) eine geeignete 
Grundlage gefunden zu haben, die ein Verfahren zur kolorimetrischen 
Bestimmung des Tryptophans gewahrleistet. Sie schreiben tiber diese 
Reaktion und ihre kolorimetrische Auswertung folgendermaBen: ,,Die von 
Voisenet angegebene EiweiBreaktion, die schéne Violettfarbung, welche 
eintritt, wenn man eine EiweiSsubstanz in wisseriger Lésung oder Suspen- 
sion mit schwach nitrithaltiger, konzentrierter Salzsiure in Gegenwart 
einer Spur von Formaldehyd versetzt, ist an die Tryptophangruppe des 
tiweiBmolekiils in streng spezifischer Weise gekniipft. Der Ablauf dieser 
Reaktion erwies sich bei genauer Einhaltung gewisser Versuchsbedingungen 
(sorgfaltige Beriicksichtigung der relativen Mengen von Tryptophan, 
salpetriger Saure, Formaldehyd, Salzsiure und Wasser) als ein derartig 
regelmaBiger, daB ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung des 
Tryptophans auf diesem Prinzip basiert werden konnte. Durch den Vergleich 


') Diese Zeitschr. 109, 103 bis 123, 1920. 

2) Journ. of biol. Chem. 2, 43, 1906. 

*) Diese Zeitschr. 44, 392, .912:; 55, 88, 1913. 

*) Ebendaselbst 56, 256, 1913. 

5) Biochem. Bull. 2, 273, 1913. 

®) Journ. of biol. Chem. 22, 369, 1915. 

7) Bull. Soe. Chim. Paris 33, 1905; Chem. Centralbl. 1906, 1, 90. 
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mit der Farbenreaktion einer 0,1 proz. Standardlésung von reinem Tryp- 
tophan kann der Gehalt einer Fliissigkeit an Tryptophan mit Hilfe des 
Dubosqkolorimeters ermittelt werden, und zwar ebensowohl der Gehalt an 
freiem als auch an gebundenem Tryptophan, ohne daB eine vorausgehende 
Abspaltung desselben aus dem Verband des. Eiwei®molekiils erforderlich 
ware.“ Fiirth und Nobel und spiterhin Fiirth und Fritz Lieben') haben die 
angegebene Methode in zahlreichen Versuchen experimeutell zu begriinden 
versucht und eine groBe Anzahl verschiedener Proteine auf ihren CGehalt 
an Tryptophan untersucht. Vergleicht man nun die gefundenen Werte, so 
fallen sofort die groBen Schwankungen auf; Fiirth und Nobel finden fiir 
das Casein der Kuhmilch Werte von 1,64 bis 2,25 Proz., fiir Eieralbumin 
Werte von 1,8 bis 2,6 Proz. Doch iiber diese Dinge wird noch ausfiihrlicher 
zu sprechen sein. 

Auf Grund der von Fiirth und seinen Mitarbeitern ausgearbeiteten 
Methode wurde versucht, die quantitative Bestimmung des Tryptophans 
in Proteinen verschiedener Nahrungsmittel durchzufiihren. Jedoch bereits 
bei der ersten Bestimmung taten sich derartige Schwierigkeiten auf, daB 
kein positives Resultat erzielt wurde. Die Autoren waren sich dieser Mangel 
ihrer Methode ebenfalls wohl bewuBt. Bereits in ihrer ersten Arbeit weisen 
sie darauf hin und geben auch Vorschlage, um diese stérenden Einfliisse 
auszuschalten. 

Die Methode Fiirth und Nobel leidet unter dem Fehler, daB eigent- 
lich eine Farbengleichheit zwischen reiner Tryptophanlésung einerseits 
und EiweiSlésung andererseits nicht besteht. Reine Tryptophanlésung 
ergibt eine sehr schéne blauviolette Farbung, wihrend der Farbenton 
der Proteinlésungen simtliche Variationen von Rofviolett bis zum aus- 
gesprochenen Rot durchlauft. Da®8 unter diesen Umstanden ein exakter 
Vergleich ausgeschlossen ist, liegt auf der Hand. Um diesem Ubelstand 
abzuhelfen, empfehlen die Autoren die Anwendung eines Blauglasfilters. 
Doch mu8B man diesen Vorschlag als einen zu willkiirlichen Eingriff, Un- 
gleiches mit Gewalt gleich zu machen, von vornherein ablehnen. Schon 
die theoretische Betrachtung sagt, daB man auf diese Weise zu ganz falschen 
Resultaten kommen mu8B. Das Blauglasfilter dient dazu, die fiir den Ver- 
gleich stérenden roten Strahlen auszuléschen. Aber dadurch erreicht man 
gleichzeitig, daB die so betrachtete Lésung dem Auge lichtschwacher wird 
und infolgedessen eine intensivere Farbung vortiuscht, wie dies auch 
folgender Versuch genau illustriert: 


Je lcem einer alkoholischen Lésung von Kongorot wurde mit der 
gleichen Menge Wasser versetzt und die eine Lésung entsprechend der 
reinen Tryptophanlésung mit Séure auf blauviolett, die andere auf rot- 
violett titriert. Beide Lésungen enthalten also doch genau dieselbe Menge 
Farbstoff, miiB®ten infolgedessen, durch Blauglas betrachtet, véllig identisch 
sein. Dem ist aber nicht so. Die rotviolette Lésung erscheint je nach 
dem Vorherrschen des Rot intensiver, mitunter um 100 Proz. und mehr. 
Die rote Kongolésung erscheint durch Blauglas betrachtet direkt schwarz. 
Da nun bei den EiweiBlésungen stets der rote Ton vorherrscht gegen- 
iiber der Standardlésung von reinem Tryptophan, so mu eben ein 
Wert gefunden werden, der den tatsichlichen Gehalt mitunter weit 
iibertrifft. Auf diese Weise erkléren sich auch die hohen Werte von 
Fiirth-Nobel. 


1) Diese Zeitschr. 109, 1920; 122, 1921. 
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In diesem Zusammenhang muB8 noch hinzugefiigt werden, daB man 
unter den Blauglasfiltern selbst recht erhebliche Unterschiede in ihrer 
Lichtdurchlassigkeit findet, was natiirlich auch noch dazu angetan ist, dix 
Fehlerquelle zu vergréBern. 

Neben dieser UngleichmaBigkeit im Farbenton und der theoretisc}, 
unrichtigen Anwendung des Blauglasfilters ist an der Methode Fiirth noch, 
folgendes zu beméangeln: In erster Linie kommt da die iibergroBe Emp- 
findlichkeit der Reaktion Voisenet in Frage, die Abhangigkeit des Farben 
tons von allen méglichen duBeren Faktoren, wie Konzentration der Salz- 
siure, Nitrit- und Wasserzusatz. Infolgedessen fehlt auch jeder Anhalts- 
punkt, wann und wo das Maximum der Reaktion erreicht ist. Diesen 
Schwierigkeiten haben nun Fiirth und Dische') abgeholfen, indem sie statt 
der Standardlésung von reinem Tryptophan eine solche von Casein in 
NaOH empfablen, dessen genauer Gehalt an Tryptophan auf anderen 
Wegen mit ziemlicher Sicherheit festgestellt wurde. Reaktionen der Eiweils- 
lésungen sind namlich nicht in diesem Mae den stérenden Einfliissen 
unterworfen und behalten den Farbenton mitunter tagelang in unver- 
anderter Starke bei, wohingegen die reine Tryptophanlésung sich eigentlich 
nur fiir Sekunden auf gleicher Héhe halt. 

Die Anwendung einer Caseinlésung in NaOH als Standard zur kolori- 
metrischen Bestimmung fiihrt nach unserer Meinung nicht zum Ziele. 
Einerseits ist Tryptophan nicht ganz unempfindlich gegen Alkalieinwirkung, 
andererseits besteht unter den Eiwei®kérpern selbst keine gute Uber. 
einstimmung im Farbenton. Die Reaktion wurde gleichzeitig mit Lésungen 
von Albumin, Gliadin, Casein, Pepton angestellt, und es wurden dabei kaum 
einigermaBen identische Téne erzielt. 

Auf Grund dieser Beobachtungen kommen wir vorlaufig zu dem Er- 
gebnis, daB die Methode Fiirth-Nobel uns kein zuverlissiges Mittel an die 
Hand gibt, um den Tryptophangehalt eines Proteins in einwandfreier 
Weise zu ermitteln. Dieselbe erméglicht zwar eine gewisse Orientierung 
und in einzelnen Fallen auch eindeutige Werte. Fiir die Mehrzahl der 
Proteine jedoch stehen die gefundenen Resultate in gar keinem Verhaltnis 
zu dem tatsichlichen Gehalt an Tryptophan. So exakt die Reaktion 
Voisenet und ihre kolorimetrische Auswertung auch ausgearbeitet sein 
mag, sie bildet nach unseren Erfahrungen keine Grundlage, auf der sich 
eine Methode zur quantitativen Bestimmung des Tryptophans aufbauen labt. 

Bevor wir zur eigenen Reaktion und ihrer kolorimetrischen Auswertung 
iibergehen, diirfte es unerléBlich sein, die neueste Arbeit von Furth und 
Dische*), ,,Kritisches und Experimentelles iiber die Tryptophanbestimmunyg 
in Proteinen** sowie die Bestimmungsmethoden von May und Rose*) und 
O. Folin und Looney*) einer Betrachtung zu unterziehen. In richtiger Er- 
kenntnis der Mangel, welche der Reaktion Voisenet anhaften, haben Fiirth 
und Dische griindliche Studien aufgenommen, um die Widerspriiche der 
einzelnen Methoden beziiglich der erzielten Resultate aufzukliren. Sie 
gingen derart vor, daB sie eine Reihe von Proteinsubstanzen unter den 
verschiedensten Bedingungen durch Einwirkung verdauender Fermente, 
von Natron- oder Barytlauge in der Wirme und Kalte sowie durch Lésen 
in starker Salzsiure behandelten und den Tryptophangehalt dann mit 


') Diese Zeitschr. 146 u. 147, 1924. 
2) Journ. of biol. Chem. 54, 313, 1923. 
3) Ebendaselbst 51, 421, 1922. 
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Hilfe der Voisenetschen Reaktion oder aber mit Hilfe der Reaktion von 
Folin-Looney feststellten. Uberblickt man nun die einzelnen Versuchs- 
resultate, so sind wir von eindeutigen Werten noch weit entfernt. Die 
groBen Schwankungen bleiben bestehen. Vermutlich wird bei diesen Unter- 
suchungen die Ungleichheit der Farbenténe auch gestért, andererseits 
miissen wir in diesem Zusammenhang darauf aufmerksam machen, daB 
das Tryptophan gegen Alkalieinwirkung nicht unempfindlich ist. Diese 
Tatsache fanden wir besonders bei der Untersuchung von Casein bestatigt 
und soll spater ausfiihrlich dargelegt werden. 

Die Methoden von May und Rose und Folin und Looney, nach denen 
in der Literatur eine Reihe von Untersuchungen vorliegen'), sind zwar 
umstandlich und besonders zeitraubend, liefern aber zum Teil ganz zu- 
verlassige Werte. May und Rose benutzten zu ihrer Bestimmung die Blau- 
firbung, die EKhrlichs Reagens (p-Dimethylamidobenzaldehyd) mit trypto- 
phanhaltigem Eiweil ergibt. Das Protein wurde unter Zusatz dieses 
Reagens mit 100 cem 50proz. H,SO, bei 35° 24 Stunden hydrolysiert und 
nach 40 Stunden mit einer in gleicher Weise behandelten Caseinlésung 
kolorimetrisch auf seinen Gehalt an Tryptophan untersucht. 

Folin und Looney tanden, daB Phosphormolybdansaure unter be- 
stimmten Bedingungen sowohl mit Tyrosin als auch mit Tryptophan jene 
charakteristische Blaufarbung ergibt. Und darauf basierten sie ihre Methode. 
Sie unterwarfen zunachst den EiweifSkérper einer 48stiindigen Baryt- 
hydrolyse. Mit H,SO, wurde das Baryt entfernt und das Tryptophan 
durch Fallung mit dem Reagens von Hopkins Cole (Merkurisulfatlésung) 
von Tyrosin getrennt. Der Tryptophanniederschlag wurde alsdann in 
Natriumcyanidlésung wieder gelést, mit Phosphormolybdansaure versetzt 
und gegen eine Standardlésung von reinem Tryptophan kolorimetrisch 
bestimmt. 


Il. Kolorimetrische Untersuchungen iiber das Tryptophan auf Grund einer 
neuen Reaktion mit Formol und Schwefelsiure. 

Mit Bezug auf die Reaktion Voisenet sind nach ihrer Veréffent- 
lichung im Jahre 1905 mehrfach Beitrage erschienen, in denen ver- 
schiedene Methoden angegeben wurden, wie die Reaktion am zu- 
verlassigsten anzustellen sei. Unter anderem wurde angeregt, statt 
der immerhin unangenehmen konzentrierten Salzsiure Schwefelsdure 
zu verwenden. In der Hoffnung, mit Hilfe der Schwefelsiure die Reak- 
tion mit reinem Tryptophan vielleicht zeitlich dauerhafter oder im 
Farbenton mehr gleichartig gegeniiber den EiweiBlésungen zu gestalten, 
wurden in dieser Hinsicht mehrere Versuche unternommen ; jedoch der 
Erfolg blieb der gleiche wie bei der Anwendung von Salzsiure. 

Bei diesen Versuchen, die Reaktion Voisenet mit Schwefelsiure 
auszufiihren, wurde nun eine ganz neue EiweiBreaktion entdeckt, die 
sich spiiterhin als sehr charakteristisch und spezifisch fiir Tryptophan 
sowie tryptophanhaltiges EiweiB erwies. 


1) D. Bruse Joues, C. E. F.Gersdor{f und O. Moeller, Journ. of biol. 
Chem. 62, 183 bis 195, 1924. 
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ist. Bei den ersten Versuchen stieBen wir auf eine Unannehmlichkeit, 
die fir den Vergleich etwas stérte. Die reine Tryptophanlésung zeigte 
einen mehr griinlichgelben als weingelben Ton. Zwar laBt sich auch 
unter diesen Verhiltnissen noch ein Vergleich durchfiihren, jedoch 
ist dieser Zustand nicht ideal. Erst als uns die Farbwerke Héchst in 
liebenwiirdiger Weise ihre reinste Schwefelsiure zur Verfiigung stellten, 
war diesem MiBstande sofort abgeholfen. Jene griinlichgelbe Verfarbung 
beruhte auf einer gelinden Oxydation, hervorgerufen durch irgend- 
welche oxydierenden Verunreinigungen, wie salpetrige Saure, die in 
der nach dem Bleikammerverfahren hergestellten Schwefelsiure stets 
in Spuren vorhanden ist. Da nua das Tryptophan mit Formol und 
Schwefelsiure versetzt — darauf beruht ja das Prinzip der Reaktion 
Voisenet — durch Zusatz eines oxydierenden Agens in die bekannte 
blauviolette Farbe umschligt, so ist es ganz einleuchtend, daB ganz 
minimale Blaufirbung sich mit Gelb zu der Komplementarfarbe 
Griin vereinigen mub. 


Auf Grund dieser Beobachtung muB auch darauf geachtet werden, 
daB die bei der Bestimmung in Frage kommenden Becherglaser und 
Hehnerzylinder stets mit destilliertem Wasser nachzuspiilen sind. 


Es 1aBt sich nun dieses Umschlagen der Tryptophanlésung in 
griinlichgelb nicht vollstandig vermeiden, da der oxydierende Einflub 
des Luftsauerstoffs ja nicht auszuschalten ist. Jedoch tritt diese Ver- 
anderung erst nach 15 bis 20 Minuten ein, so daB also der Vergleich 
als solcher dadurch nicht stérend beeinfluBt werden kann. Zu bemerken 
ist, daB der griine Ton bei EiweiBlésung erst nach | bis 2 Tagen eintritt 
und dann in det Regel wieder véllig proportional der Standardlésung 
wird, 

Verdiinnungsversuche. 

Fiir die Verwendbarkeit dieser Reaktion zu Zwecken quantitativer 
Bestimmung war es entscheidend, ob der Grad der eintretenden Fiarbung 
auch vollstandig proportional der angewandten Substanz ist und auch 
bei Verdiinnungen die gleiche Proportionalitét bewahrt. Zu diesem 
Zwecke wurden zahlreiche Vetrsuche angestellt, teils mit reiner Tryp- 
tophanlésung, teils mit Lésungen von EiweiBkérpern, und zwar in der 
Weise, daB z. B. die Reaktion mit 0,4 mg, im anderen Falle mit 0,5 mg 
Tryptophan ausgefiihrt wurde und beide Lésungen in Hehnerzylinder 
bis 100 cem aufgefillt wurden, selbstverstandlich mit der bestimmten 
66 proz. Schwefelsiure. Es bestatigte sich vollauf die Proportionalitat, 
ein Fiinftel muBte von der Lésung abgelassen werden, um Farben- 
gleichheit zu erzielen. In ganz analoger Weise wurden diese Versuche 
mit verschiedenen Proteinlésungen zur Ausfiihrung gebracht und auch 
hier vollkommene Proportionalitat der Farbcnlésung erreicht. 
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Die Lésungsmittel der EiweiBsubstanzen. 

Die Reaktion tritt mit EiweiBkérpern in jeglichem Lésungsmittel 
cin, ob Natronlauge, Salzlésung oder Alkoho!l als Lésungsmittel ver- 
wendet wurde, tibt keinen EinfluB8 aus. Nur eine Einschrankung 
ist zu treffen, nimlich Lauge siarker als 5 Proz. ist nicht angingig. 
Es tritt beim Versetzen mit Schwefelsiure eine derart heftige Warme- 
reaktion auf, daB sie den Farbstoff zum Teil vernichtet. Es ist aber 
auch nicht nétig, daB das Protein in klarer Lésung vorliegt; es geniigt 
eine gleichmaBige Suspension, und diese wird in allen Fallen mit 
n/l0 NaOH erreicht. Eine starkere Konzentration wurde bei den 
einzelnen Bestimmungen nie angewandt. 

Eine weitere Stérung der Reaktion tritt ein, wenn der EiweiBkérper 
nicht zum gréBten Teile von Fett befreit ist, starke Triibungen sind 
dann die Folge, die natiirlich eine exakte Bestimmung illusorisch machen. 


Die Standardlésung. 

Fiirth wnd Lieben empfahlen wegen der leichten Zersetzlichkeit 
des Tryptophans, bei der Herstellung einer 0,1 proz. Tryptophan. 
standardlésung eine 2 proz. Natriumfluoridlésung als Lésungsmittel 
direkt zu verwenden. Wir haben diese Lésung zunichst ebenso ver- 
wendet, sind aber davon bald abgekommen, da unter dem EinfluB der 
Schwefelsiure die Fluorwasserstoffsiure in Freiheit gesetzt wurde und 
die Becherglaser und Hehnerzylinder auf die Dauer anitzte.  Fiir 
unsere Versuche bereiteten wir die Standardlésung mit 50 proz. Alkohol, 
dessen antiseptische Kraft geniigt, jede schidigende Wirkung von 
Bakterien vollstandig auszuschalten. Zwar farbt sich diese Lésung 
mit der Zeit gelb, ohne jedoch von ihrem kolorimetrischen Titer etwas 
einzubiiben. 

Eine solche Lésung kann man unbeschadet ihrer gelben Eigen- 
farbung bei den Bestimmungen ruhig verwenden, da diese bei der in 
der Regel mehr als hundertfachen Verdiinnung mit H,SO, gar nicht 
in Erscheinung tritt. 

Eine Abnahme des Farbentiters war nach 6 Monaten noch nicht 
zu beobachten. Es ist natiirlich empfehlenswert, von Zeit zu Zeit den 
kolorimetrischen Titer mit einer frisch bereiteten Standardlésung 
nachzupriifen. 

Alle diese Versuche hinsichtlich der Tryptophanreaktion mit 
Formol-Schwefelsaure gestatten nun den SchluB, daB hier eine sichere 
Grundlage zur quantitativen Bestimmung gegeben ist. Im Gegensatz 
zur Reaktion Voisenet wurde bei dieser Reaktion in erster Linie eine 
weitgehende Ubereinstimmung im Farbenton von reiner Tryptophan- 
lésung und EiweiBlésung und eine relative Unabhangigkeit von auBeren 
Faktoren gefunden. 
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itl. Ausfiihrung der Bestimmung. 

Je nach der Konzentration der EiweiBlésung pipettiert man 0,5 
bis 10 cem in ein Becherglas, setzt 1 Tropfen einer 2 proz. Formol- 
lésung hinzu und versetzt dann im Uberschu8 mit 66 proz. Schwefelsaure, 
schiittelt im Glase um, daB die ausgeschiedene EiweiBsubstanz wieder 
vollig in Lésung geht, und fiillt in einem Hehnerzylinder von 100 cem 
Inhalt mit Schwefelsiiure bis zur Marke auf, schiittet die Lésung noch 
ein- oder zweimal ins Becherglas zuriick, um eine gleichmaBige Verteilung 
zu erreichen, und JéBt dann die Léssmg 10 Minuten im Hehnerzylinder 
stehen. Nach Ablauf dieser Zeit setzt man genau in derselben Weise 
die Reaktion mit der Standardlésung von reinem Tryptophan an, 

deren Maximum aber bereits nach 5 Minuten 


— erreicht ist, dann kann der Vergleich beginnen. 
An dieser Stelle diirfte es wohl unerlaBlich 
ccm sein, etwas naher auf die sogenannten Hehner- 


zylinder und ihre Verwendung bei kolori- 
metrischen Bestimmungen einzugehen. 

Wie aus nebenstehender Abbildung zu er- 
sehen ist, handelt es sich um einfache MeB- 
zylinder ohne FuB, die in der Regel auf 50 oder 
100 ccm geeicht sind. Etwa in 1 bis 2 cm Héhe 
tragen sie gleich einer Biirette einen Hahn, der 
dazu dient, durch Ablassern. Farbengleichheit 
zu erzielen. Im allgemeinen hielten wir es bei 
allen Untersuchungen so, daB die Standard- 
lésung im Farbenton gegeniiber der Eiweib- 
lésung intensiver war, jedoch héchstens um 30 
bis 40 Proz. Es mu8 unter allen Umstianden 
vermieden werden, daB die Standardlésung etwa doppelt so tief gefarbt 
ist als die zu untersuchende Proteinlésung, da wegen der geringen 
Fliissigkeitssiule das Auge leicht getéuscht werden kann.  Selbst- 
verstindlich laBt sich der Vergleich auch im Dubosqkolorimeter durch- 
fiihren, aber der Gebrauch der Hehnerzylinder erweist sich als be- 
deutend einfacher und ebenso genau. 

Es empfiehlt sich, bei den EiweiBlésungen nur solehe Mengen zu 
nehmen, die an einer Standardlésung von 0,4 bis 1,0 mg Tryptophan = 
0,4 bis 1,0 cem der Liésung gemessen werden kénnen. Der bei diesen 
Verhaltnissen erzielte Ton ist von schéner weingelber Farbe, nicht zu 
intensiv und gestattet daher eine gute Durchsicht durch die Hehner- 
zylinder. Es liegt auf der Hand, daB entsprechend den Verdiinnungen 
auch die Fehlergrenzen, die bei einer kolorimetrischen Methode un- 
vermeidlich sind, sich verringern. Bei unseren simtlichen Versuchen 
sind wir bei Parallelbestimmungen nie iiber Schwankungen von 10 Proz. 
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gekommen. Das ist wohl der gréBte Vorteil gegeniiber anderen 
Methoden. Es ist nicht erforderlich, der reinen Tryptophanlésung etwa 
die gleiche Menge Lésungsmittel des Proteins zuzusetzen. Wir haben z. B. 
eine Lésung von Gliadin in 70 proz. Alkohol und nehmen zum Vergleich 
5eccem, die einer Tryptophanlésung von 0,5 ccm entsprechen, so ist es 
nicht nétig, bei der Ausfiihrung der Reaktion der Standardlésung auch 
5cem des entsprechenden Alkohols hinzuzufiigen. Die Farbentiefe ist 
von solchen kleineren Zusitzen vollstandig unabhingig, was uns die 
Erfahrung bei unseren Versuchen immer wieder bestatigte. 


IV. Die Untersuchung der Proteine auf ihren Gehalt an Tryptophan. 
Eieralbumin. 

Bei der Untersuchung des Eieralbumins soll gleichzeitig die Ausfiihrung 
der Tryptophanbestimmung, wie sie sich in der Regel bei allen Proteinen 
wiederholt, bis ins einzelne dargelegt werden. 

Das Eiwei8 eines frischen Hiihnereies wurde in Wasser durch Um- 
riihren gleichmaBig suspendiert und zwecks Entfernung der Keratinhéiutchen 
filtriert. 5 cem der Lésung dienten zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
Bei der Destillation wurden vorgelegt: 

30,00 ccm n/10 H,SO, 


davon zuriicktitriert ... 13,38 ,, n/10 NaOH 
mithin gebunden .... . 16,62 ccm 


Die 5 ccm Eiwei®Blésung enthalten also 1,662 x 0,0l4g = 0.02827 ¢ N. 

Der GesamteiweiBgehalt wurde bei allen Untersuchungen durch Multi- 
plikation mit dem Faktor 6,25 erhalten. 5 ccm der Lésung enthalten dem- 
nach 0,02327 x 6,25 = 0,145 g Protein. Zur Ausfiihrung der Bestimmung 
wurden 2 cera = 0,058 g Protein in Anwendung gebracht. ‘ 

Die Reaktion wurde in der oben beschriebenen Weise im Hehner- 
zylinder angesetzt, 10 Minuten spiter die Reaktion der Standardlésung 
von reinem Tryptophan mit 1 ccm der 0,lproz. Lésung, was also einem 
Gehalt von Il mg Tryptophan entspricht. Nach 5 Minuten wurde die 
Standardlésung auf 72 ccm, wo Farbengleichheit mit der Albumin- 
lésung vorhanden war, abgelassen. Der zeitliche Verlauf der Reaktion 
bis zum Vergleich betragt 15 Minuten. Das Verhaltnis der beiden Lésungen 
ergab also folgenden Wert: 

100: 1 = 73: z; x = 0,72 mg. 
Diese Gleichung bedeutet in Worten ausgedriickt : 
58 mg Eieralbumin enthalten 0,72 mg Tryptophan, 


was in Prozenten umgerechnet 


ee 
58: 0,72 = 100: 2; == = = 1,24 Proz. Tryptophan 
ergibt. 
Eidotter. 


Die direkte Bestimmung des Eidotters auf den Gehalt an Tryptophan 
analog dem Albumin erwies sich wegen des hohen Fettgehalts und der 
gelben Farbe als undurchfiihrbar. Um nun den Dotter von diesen stérenden 
Faktoren zu befreien, wurde er innig mit Seesand gemischt und in einem 
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Hofmeisterschilechen auf dem Wasserbade zur Trockne eingedampit. 
Alsdann wurde die ganze Schale mit Inhalt fein zerrieben und im Soxhlet- 
apparat einer sechstiindigen Atherextraktion unterworfen. AuBer dem 
Fett ging bei diesem Auszug auch der ganze Farbstoff in Lésung, so daB 
nach dem Verjagen des Athers eine fast weiBe Masse zuriickblieb. Diese 
wurde nochmals fein zerrieben, ein kleiner Teil mit n/10 NaOH digeriert 
und dann durch Glaswolle filtriert. 

Aus Stickstoffbestimmung und Kolorimetrie resultiert fiir den Eidotter 
ein etwas héherer Wert als fiir das EiweiB, nimlich 1,80 Proz. Tryptophan. 


W itte- Pepton. 

Etwas Witte-Pepton wurde in Wasser suspendiert unter Zusatz 
einiger Tropfen n/10 NaOH, um eine gleichmaBige Verteilung zu er- 
reichen, und durch Wolle filtriert. Die Stickstoffbestimmung ergab fiir 
1 cem der Lésung einen GesamteiweiBgehalt von 15,0 mg, der kolorimetrisch 
einen Gehalt von 0,64 mg Tryptophan aufwies. Demnach wurde der Gehalt 
an Tryptophan fiir Witte-Pepton mit 4,27 Proz. errechnet. 


Kuhmilch. 


Die Bestimmung des Tryptophangehalts der Milchproteine in ihrer 
Gesamtheit 148t sich natiirlich in einer Volimilch wegen ihres hohen Fett- 
gehalts nicht durchfiihren. Dagegen erwies sich eine gut entrahmte Milch, 
sogenannte Magermilch, als durchaus geeignet, eine kolorimetrische Be- 
stimmung auszufiihren. Die geringen Fetteilchen, die ja immerhin vor- 
handen bleiben, beeintrachtigen den Vergleich in keiner Weise, zumal 
nur 0,5 ccm einer Magermilch zur Ausfiihrung der Reaktion erforderlich sind. 

Die Kolorimetrie ergab, da®8 die Milchproteine in ihrer Gesamtheit 
1,67 Proz. Tryptophan enthalten. 

Auf diese Untersuchung der unveranderten Milch erfolgte die Be- 
stimmung des Tryptophangehalts der einzelnen Proteine, und zwar des 
Caseins sowie des Albumins und Globulins, welch letztere beide ja nach 
Fallung des Caseins in der Molke verbleiben. 


Molkeneiweif (Albumin + Globulin). 


Etwa 100 ccm Magermilch wurden mit 1 cem verdiinnter Essigséiure 
versetzt und auf 60°C erwirmt. Das koagulierte Casein wurde abfiltriert 
und die Menge des in der Molke verbleibenden EiweiBes durch Kjeldahl- 
bestimmung mit 12,8 mg fiir 2 ccm ermittelt. Diese 2cem Molke ergaben 
mit 0,22 mg Tryptophan Farbengleichheit, woraus sich fiir das Molken- 
eiwei8 ein Tryptophangehalt von 1,73 Proz. errechnen labt. 


Casein. 

Das nach obigem Vorgang erhaltene Casein wurde mehrmals mit 
Wasser ausgewaschen, bei gelinder Temperatur getrocknet, alsdann unter 
Ather fein zerrieben und schlieBlich im Soxhletapparat entfettet. Nach 
Entfernung des Athers wurden etwa 2g mit 50 cem n/10 NaOH digeriert. 
Da das Casein in verdiinntem Alkali verhaltnismaBig schwer léslich ist 
und wir wegen Zersetzungen beim Erhitzen eine derartige Lésung ver- 
meiden wollten, so lieSen wir das Casein mit n/10 NaOH in der Regel 
24 bis 36 Stunden in der Kalte stehen. Nach Ablauf dieser Zeit war zwar 
keine Lésung eingetreten, aber immerhin eine gleichmaéBige Suspension. 
Die Lésung wurde nun durch Glaswolle filtriert und die Bestimmung des 
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Tryptophangehalts in der iiblichen Weise zur Ausfiihrung gebracht. Und 
wider Erwarten resultierte fiir das Casein ein Wert von 1 Proz. Tryptophan. 
Dieser Wert konnte unméglich nach den Bestimmungen fiir die Gesamt- 
proteine der Milch, die bei mehreren Parallelversuchen stets einen konstanten 
Wert von 1,66 bis 1,70 Proz. ergaben, der richtige sein. In irgend einer 
Form muB8te da also ein Abbau des Tryptophans vor sich gegangen sein. 

Es wurde eine Reihe Untersuchungen des Caseins, welches nach ver- 
schiedenen Methoden dargestellt wurde, ausgefiihrt, und es ergab sich stets 
fiir alle Sorten ein konstanter Tryptophangehalt von 1 Proz. 

Irgend eine Schidigung des Tryptophans durch Essigséure, welche bei 
der Darstellung erforderlich ist, konnte nicht mdglich sein, da Hopkins 
und Cole aus solchem Casein doch 1,5 Proz. Tryptophan isoliert haben. 

Der Verlust des Tryptophans konnte demnach also nur durch die 
langdauernde Einwirkung der Natronlauge hervorgerufen sein. Diese 
Vermutung wurde durch zwei Versuche vollauf bestatigt. Aus einer sehr 
gut entfetteten Milch wurde Casein dargestellt, und zwar ein Teil mittels 
Fallung durch Kalialaun nach Schlossmann und ein anderer Teil mit Essigséure 
nach Hammarsten. Das koagulierte Casein wurde von der Molke getrennt, 
wiederholt mit Wasser nachgewaschen und dann noch feucht in n/10 NaOH 
suspendiert. AnschlieBend daran erfolgte kolorimetrische Bestimmung und 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 

In beiden Fallen wurde fiir Casein ein Tryptophangehalt von 1,60 Proz. 
gefunden. 

Auf Grund dieser Beobachtungen diirfte es wohl keinem Zweifel unter- 
liegen, daB das Tryptophan doch nicht so unempfindlich gegen Alkali- 
einwirkung ist, wie man vielfach in der Literatur lesen kann. 

Infolgedessen halten wir es auch fiir verfehlt, bei kolorimetrischen 
Bestimmungen eine Standardlésung von reinem Casein in NaOH in 
Anwendung zu bringen, wie May und Rose es handhaben und Fiirth es 
neuerdings empfiehlt. 

Es hat ja nun den Anschein, als ob das Alkali nicht véllig zerstérend 
wirkt, sondern nur bis zu einem gewissen Grade, und der kolorimetrische 
Titer sich bei 1 Proz. stabilisiert. 


Ziegenmilch. 

Die Untersuchung der Ziegenmilch hinsichtlich des Tryptophan- 
gehalts ihrer Proteine erfolgte in ganz analoger Weise wie bei der Kuhmilch. 
Irgend einen Unterschied in der Zusammensetzung der Proteine gegeniiber 
denen der Kuhmilch war in keiner Weise erkenntlich. 

Fiir die Gesamtproteine der Milch ergab sich ein Gehalt 


an Tryptophan von ..... . . 1,66 Proz. 

fiir MolkeneiweiB .......=. =. 41,70 ,, 

wR ac cw ee ee se EB te 
Kase. 


Im Anschlu8 an die Untersuchung von Kuh- und Ziegenmilch erfolgte 
eine Bestimmung des Tryptophangehalts verschiedener Kasesorten. Die 
direkte Bestimmung durch Lésen in verdiinnter Natronlauge war wegen 
des Fettgehalts ausgeschlossen. Bei der Untersuchung wurde so verfahren, 
daB der Kase zunachst getrocknet, dann mdglichst fein zerrieben und 
schlieBlich im Soxhlet einer griindlichen Fettextraktion unterzogen wurde. 
Hierauf wurde eine bestimmte Menge mit n/10 NaOH digeriert und in der 
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bekannten Weise die Tryptophanbestimmung ausgefiihrt. Auch bei diesen 
Versuchen stieBen wir auf die gleichen Verhaltnisse wie bei den Unter- 
suchungen des Caseins. 

Wurde die Bestimmung des Tryptophans in rascher Folge vorgenommen, 
so wurden fiir die einzelnen Kasesorten Werte gefunden, die zwischen 1,45 
bis 1,60 Proz. variieren. 

Es 148t sich also hieraus die Folgerung ziehen, daB das Tryptophan 
durch den ReifungsprozeB keine Verinderung erleidet. 

LieB man jedoch den Kase in der Natronlauge einen oder mehrere Tage 
stehen, so wurde fiir die drei Kase, die zur Untersuchung vorlagen, der 
konstante Wert von 1 Proz. Tryptophan gefunden. 

Auf Grund der Analysenzahlen ergab sich so ein Gehalt an Tryptophan 
fiir das Casein und seine Spaltungsprodukte 

im Hollander Kase . , ] 
» Limburger _,, Se eek pele 
Handkiase (mager) 1 


Frauenmilch. 

Die Frauenmilch wurde zwecks Entfettung einer Spontangerinnung 
iiberlassen, von dem an der Oberfliche stehenden Fett befreit und die 
Bestimmung des Tryptophans in der typischen Weise ausgefiihrt. Es wurde 
fiir das Milcheiwei8 ein Gehalt von 2,55 Proz. Tryptophan errechnet. 


MolkeneiweiB der Frauenmilch. 

Nunmehr wurden etwa 50 ccm Milch mit einigen Tropfen verdiinnter 
Essigséure verestzt und auf 60°C erwairmt. Das Koagulum wurde ab- 
filtriert und das Milchserum untersucht. Es ergab einen Gehalt von 
2,90 Proz. Tryptophan. 

Casein. 

Das nach obigem Verfahren erhaltene Casein wurde mit Wasser aus- 

gewaschen, bei gelinder Temperatur getrocknet und im Soxhlet mit Ather 


extrahiert. Alsdann wurde die EiweiSsubstanz in iiblicher Weise in n/10 | 


NaOH suspendiert und nach der Stickstoffbestimmung auf ihren Gehalt 
an Tryptophan untersucht. Die Lésung des Caseins in NaOH erfolgte 
bei Frauenmilcheasein sofort. Es fanden sich 2,32 Proz. Tryptophan. 


Reaktion Fritzmann'). 

Bei den Untersuchungen der Milch auf ihren Tryptophangehalt ist 
es uns auch gelungen, das Prinzip der sogenannten Fritzmannschen 
Reaktion, die zum Nachweis von Salpetersiiure in Milch dient, auf- 
zuklaren. Diese Reaktion wird in folgender Weise angestellt: Etwa 
10 cem Milch werden in einem Reagenzglase mit 5 Tropfen Formalin- 
lésung (auf 250 ccm Wasser 10 Tropfen Formalinlésung) versetzt, um- 
geschiittelt und diese Mischung vorsichtig mit etwa 5ccm Schwefel- 
siure (s = 1,71) unterschichtet. Je nach der Menge der vorhandenen 
Salpetersiure tritt friiher oder spiter blauviolette Ringbildung auf. — 
Diese Reaktion tritt auch bei der Gerberschen Fettbestimmung, wenn 
die Milch mit Formalin konserviert und nitrathaltig war, ein. 


1) Zeitschr. f. éffentl. Chem. 8, 610, 1897. 
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Der Farbenton erinnert ja gleich an die violette Farbe der Re- 
aktion Voisenet. Doch bei Voisenet wird er durch salpetrige Siure und 
nicht durch Salpetersiiure hervorgerufen. Es mu also ein anderes 
oxydierendes Agens vorhanden sein, welches die Reaktion bewirkt. 
Dieses Agens wurde in den Chlorionen, die stets in der Milch anwesend 
sind, gefunden. Durch den Zusatz der Schwefelsiure wird sowohl die 
Salzsiure aus den Chloriden wie die Salpetersiure aus den Nitraten in 
Freiheit gesetzt. Beide Siuren reagieren in der bekannten Weise unter 
Bildung von freiem Chlor. Dieses Chlor ibt seine oxydierende Wirkung 
aus und ruft jene Violettfarbung der Reaktion Voisenet hervor. 

Zum Beweis dieser Tatsache diente folgender Versuch: 

Mit etwa 0,5cem der Standardlésung von reinem Tryptophan 
wurde nach dem neuen Verfahren die Reaktion mit Formol und Schwefel- 
siure, angesetzt. Es entstand die typische Gelbfarbung. Alsdann 
wurde ein Tropfen Salpetersiure hinzugefiigt; nicht die geringste 
Veriinderung trat auf. Uberschichtete man aber dann vorsichtig 
die Mischung mit einer verdiinnten Kochsalzlésung, so tritt nach 
einiger Zeit an der Beriihrungszone blauviolette Ringbildung auf. 
Ein weiterer Versuch wurde in der Weise ausgefiihrt, daB statt der 
Salpetersiure gewéhnliches Leitungswasser, das im Liter 5 bis 7 mg 
Nitrate enthalt, hinzugefiigt wurde. Auch in diesem Falle war, wenn 
auch erst nach lingerem Stehen, eine schwache Ringbildung zu beob- 
achten. Siamtliche andere Versuche ohne irgendwelchen Zusatz von 
Salpetersaure oder ihren Salzen verliefen negativ. 

Die Reaktion Fritzmann ist also iz ihrem Wesen eine spezifische 
Tryptophanreaktion. 

Untersuchungen der Myosine von Fleisch auf ihren Gehalt an Tryptophan. 


Es gelangten zur Untersuchung Ochsen-, Kalb-, Schweine- und Pferde- 
fleisch. Die Darstellung der Myosine erfolgte nach der Methode von 
Abderhalden') in folgender Weise: Médglichst mageres Fleisch wurde fein 
zerhackt und in flieBendem Wasser vom Blute gereinigt. Alsdann nochmals 
wiederholt mit destilliertem Wasser nachgewaschen, um das nitrathaltige 
Leitungswasser restlos zu entfernen, weil die Nitrate den Verlauf der 
Reaktion (siehe Reaktion Fritzmann) stérend beeinflussen wiirden. Alsdann 
wurde das so priparierte Fleisch 1 bis 2 Minuten mit einer 0,6proz. Koch- 
salzlésung digeriert, abgepreBt und filtriert. Nun wurde in der bekannten 
Weise der EiweiBgehalt der Lésung auf Grund der Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl ermittelt und die kolorimetrische Bestimmung zur Aus- 
fiihrung gebracht. 

Es ergab sich fiir die Myosine von 


Ochsenfleisch . . . . . . . 1,43 Proz. Tryptophan 
Schweinefleisch ..... . 1,80 ,, 2 
Se eee ee o” 
PRUNES wh ct we aD ee ee 


1) Handb. d. biol. Arbeitsmeth., 8S. 517. 
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Interessant ist die Beobachtung, daB die Myosine der inneren Oragne, 
so z. B. von Leber und Lunge, einen héheren Tryptophangehalt aufweisen 
als das Muskelfleisch. 

Die Darstellung der EiweiBkérper und ihre Untersuchung gestaltete 
sich ganz analog der oben beschriebenen Methode. 

Es resultierte bei der kolorimetrischen Bestimmung fiir das Myosin 
einer Ochsenleber 1,76 Proz. Tryptophan und fiir die Lunge eines Kalbes 
1,90 Proz. Tryptophan. 

Wir méchten eindringlich darauf hinweisen, daB die Lésungsmittel 
voéllig frei von irgendwelchen nitrathaltigen Substanzen sein miissen. 
Kommt namlich eine solche verunreinigte Lésung mit der Schwefelséure 
in Beriihrung, dann tritt die Reaktion Voisenet auf bzw. erhalt man stark 
griin gefarbte Téne, die den Vergleich unméglich machen. 

Bei den Untersuchungen der Myosine leitete uns der Gedanke, durch 
den Gehalt des Tryptophans etwa eine Unterscheidung der Fleischarten 
herbeifiihren zu kénnen. Doch wie aus den Resultaten zu ersehen ist, wurde 
ein groBer Unterschied nicht gefunden, insbesondere Rindfleisch und 
Pferdefleisch, deren Unterscheidung doch sehr erwiinscht wire, zeigten 
hinsichtlich des Tryptophangehalts gar keinen Unterschied. 

Interessant ist die Beobachtung, daB das Myosin des Kalbfleisches 
einen héheren Tryptophangehalt aufweist als das des Ochsenfleisches, 
obschon beides von Tieren derselben Art stammt. 


Untersuchungen der Proteine der wichtigsten Mehle auf ihren Gehalt an 
Tryptophan. 


Bevor wir zur Darstellung der Mehlproteine und ihrer Untersuchung 
im einzelnen iibergehen, diirfte es zweckméBig sein, die Arbeit von Fiirth 
und Lieben') einer niheren Betrachtung zu unterziehen. Beide Autoren 
haben ebenfalls die Proteine des Mehles hinsichtlich ihres Gehalts an Tryp- 
tophan untersucht. Sie erkannten richtig die Schwierigkeiten, die sich 
einer direkten Bestimmung im. Mehle, etwa durch Lésen in Alkali, ent- 
gegenstellen, und gingen nun so vor, daB sie die Proteine als solche extra- 
hierten und dann untersuchten. Uber diese Methode schreiben sie folgendes : 
»Es geniigt keineswegs, das Mehl mit einer verdiinnten Salzlésung zu 
extrahieren und das so erhaltene Eiwei8 zu untersuchen; denn dabei bleibt 
das in Cerealiensamen in reichlichen Mengen vorhandene eigenartige alkohol- 
lésliche Eiwei8 (,Prolamin‘) ungelést zuriick,. und dieses kann nur durch 
Alkoholextraktion gewonnen werden.‘ 

Auf Grund dieser Angaben und auf Grund ihrer Analysenzahlen 
miissen wir zu dem Schlu8 kommen, daB die Autoren anscheinend der 
Ansicht sind, daB das Protein des Mehles aus zwei verschiedenen 
Bestandteilen sich zusammensetzt, die mit Hilfe von Alkohol und Salz- 
lésung zu entziehen sind. 

Das Protein des Mehles setzt sich nach den Untersuchungsergebnissen 
von Osborne und anderen Forschern auf diesem Gebiet in der Hauptsache 
aus zwei Proteinen zusammen, dem alkoholléslichen sogenannten Gliadin, 
dem alkoholunléslichen Bestandteil, dem Glutenin und kleinen Mengen von 
Leucosin, welches in Wasser, und Globulin, welches in Salzlésung léslich 
ist. Diese Angaben fanden wir bei unseren Untersuchungen auch bestatigt. 


') Diese Zeitschr. 122, 58 bis 85, 1921. 
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Durch Behandlung des Mehles mit 70proz. Alkohol geht das Gliadin 
fast restlos in Lésung, hingegen diirfte es nach unseren Erfahrungen nicht 
gelingen, mit einer 10proz. Kochsalzlésung das Glutenin in Lésung zu 
bringen. Zwar wird dem Mehl durch Einwirkung von Salzlésung ein kleiner 
Teil seines Proteins, das Globulin, entzogen. Doch ist dieser Eiwei8kérper 
hinsichtlich seines Tryptophangehalts deutlich von dem sogenannten 
Glutenin verschieden. Allerdings haben wir bei unseren Extraktions- 
versuchen gefunden, da8 durch wiederholtes Ausziehen eines Mehles mit 
Salzlésung immer wieder Teile in Lésung gehen, deren Tryptophangehalt 
sich dem des Glutenins néhert. 

Auf Grund der Extraktionsversuche, deren wir eine groBe Anzahl 
mit Mehlen verschiedener Herkunft ausfiihrten, kommen wir zu folgendem 
Ergebnis: 

Das Gesamtprotein eines Mehles verteilt sich auf die einzelnen Proteine 
folgendermaBen: Etwa die Halfte ist alkohollésliches Gliadin, etwas weniger 
entfallt auf den alkoholunléslichen Bestandteil, das Glutenin, und ver- 
haltnismaéBig nur kleine Mengen sind in Wasser und in Salzlésung léslich. 

Diese vier Proteinarten konnten auf Grund ihres Gehalts an Tryptophan 
als deutlich verschieden voneinander identifiziert werden. 


WeizenmeAl. 


Wie aus den obigen Darlegungen hervorgeht, kommt es bei der Unter- 
suchung der Mehlproteine darauf an, eine exakte Isolierung der einzelnen 
Eiwei8kérper durchzufiihren. Auf Grund unserer Erfahrung kann man 
von vorherein betonen, daB dieses Experiment nur schwerlich gelingen 
diirfte. Es ist in einwandfreier Weise fiir das alkohollésliche Protein, das 
sogenannte Gliadin, gelungen; hingegen bei simtlichen anderen K6rpern 
muB8B man éuBerste Vorsicht beim Ausziehen walten lassen, um nicht irgend- 
welche Gemische zu erhalten. Diese Tatsache fand man zunichst bei 
der Bestimmung des Tryptophangehalts des Gliadins bestatigt. 

Die Untersuchung gestaltete sich im einzelnen folgendermaBen: 

Eine bestimmte Menge Weizenmehl wurde mit der vierfachen Menge 
Alkohol (70 Proz.) 1 Stunde am RiickfluBkiihler ausgekocht, etwas er- 
kalten gelassen, alsdann mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe filtriert. Das 
Filtrat wies eine starke kolloidale Triibung auf. Nunmehr folgte in der 
iiblichen Weise Stickstoffbestimmung und Kolorimetrie. Es resultierte fiir 
das Gliadin ein Wert von 1,14 Proz. Tryptophan. Dieser Wert steht in 
guter Ubereinstimmung mit den Befunden nach der Methode von May 
und Rose, die etwa 1,10, und von Folin und Looney, die ebenfalls 1,14 Proz. 
Tryptophan im Weizengliadin finden. 

Fleichzeitig mit der Mehlextraktion am RiickfluBkiihler wurde auch 
ein Auszug in der Kalte mittels des Schiittelapparats durchgefiihrt. Nach 
etwa vierstiindigem Schiitteln wurde die Mischung absetzen gelassen und 
filtriert. Das Filtrat war im Gegensatz zu dem heiBen Auszug vollstandig 
klar. Die nun angestellte Untersuchung hinsichtlich des Tryptophan- 
gehalts ergab einen Wert von 0,84 Proz. Tryptophan. Infolge dieser 
widersprechenden Resultate wurde eine Reihe verschiedener Mehle 
auf den Tryptophangehalt ihres alkoholléslichen Proteins untcrsucht. 
Doch immer blieben die Ergebnisse die gleichen. Das durch Auskochen 
erhaltene Protein wies einen Gehalt von 1,10 bis 1,15 Proz. auf, das 
auf kaltem Wege erhaltene Protein stets Werte von 0,83 bis 0,87 Proz. 
Tryptophan. 
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Die Vermutung, daB das Gliadin vielleicht kein einheitlicher Kérper 
sei, wie einige Forscher meinen, besidtigte sich nicht. Es liegen die Dinge 
vielmehr folgendermaBen: Das Glutenin, das im allgemeinen als alkohol- 
unléslich bezeichnet wird, geht beim Kochen ebenfalls kolloidal in Lésung 
und scheidet sich beim Erkalten wieder ab. 


Untersuchungen des alkoholléslichen und alkoholunléslichen Proteins 
auf den Gehalt an Tryptophan. 


Eine bestimmte Menge Weizenmehl wurde mit 70proz. Alkohdl 
1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht und noch hei filtriert. Die kolori- 
metrische Bestimmung des Proteins des Gesamtflitrats ergab 1,15 Proz. 
Tryptophan. Alsdann wurde die Lésung auf Eis gekiihlt, es schied sich 
reichlich Protein ab. Die Trennung erfolgte in der Zentrifuge und man 
erhielt ein farbloses Filtrat, dessen geléstes Protein einen Tryptophangehalt 
von 0,85 Proz. aufwies, genau wie bei dem kalten Auszug im Schiittel- 
apparat. 

Der Riickstand wurde nun zunachst mit 70proz. Alkohol ausgewaschen 
und in n/10 NaOH suspendiert und auf seinen Gehalt an Tryptophan 
untersucht. Es resultierte ein Wert von 1,22 Proz. 


Die Léslichkeit des Weizenproteins in 70proz. Alkohol. 


Um in diese eigenartigen Versuchsresultate véllige Klarheit zu bringen, 
wurden die Léslichkeitsverhaltnisse des Weizenproteins in 70proz. Alkohol 
planmaBig studiert, und zwar geschah dies in folgender Weise: Es wurde 
zuniachst nach Kjeldahl der Gesamtstickstoff ermittelt, mit dem Faktor 6,25 
multipliziert und so ein Proteingehalt von 11,7 Proz. im Mehl gefunden. 
100 g dieses Mehles wurden nun mit 400 ccm Alkohol 1 Stunde am Riick- 
fluBkiihler gekocht und hei8 filtriert. Das stark getriibte Filtrat ergab auf 
Grund der Stickstoffbestimmung eine Gesamtmenge von 7,1 g Protein, 
welches in Lésung gegangen war mit einem Tryptophangehalt von 1,10 Proz. 

Alsdann wurde eine bestimmte Menge des Filtrats auf Eis gekiihlt, 
wobei sich ein groBer Teil des Proteins abschied. Dieses wurde in der 
Zentrifuge abgeschleudert und auf seinen Gehalt an Protein untersucht. 
In der klaren Lésung verblieben 3,7 g, also etwas mehr als die Hilfte, mit 
einem Tryptophangehalt von 0,85 Proz. Der Niederschlag wurde in n/10 
NaOH suspendiert und in iiblicher Weise Protein- und Tryptophangehalt 
ermittelt. Dieses alkoholunlésliche Protein enthielt 1,22 Proz. Tryptophan. 

Aus diesem Versuche geht nun folgendes hervor: 100g Mehl, die 
11,7 Proz. Gesamteiwei8 enthalten, werden beim Auskochen mit 70proz. 
Alkohol bereits 7,1 Proz. EiweiB entzogen. Dieses Eiwei8 besitzt einen 
Tryptophangehalt von 1,10 Proz. Bei Abkiihlen auf Eis scheidet sich 
beinahe die Halfte des Proteins wieder unléslich ab mit einem Tryptophan- 
gehalt von 1,22 Proz., waihrend die andere Hilfte, die in Lésung bleibt, 
einen Tryptophangehalt von 0,84 Proz. besitzt. 

Das in obiger Weise behandelte Mehl wurde nun nochmals mit 400 ccm 
70proz. Alkohols 1 Stunde am Riickflu@kiihler ausgekocht und genau die- 
selben Versuche wiederholt. Von diesem Mehl gingen bei diesem Auszug 
nochmals 2,1 g in Lésung, also insgesamt waren dann 9,3 isoliert. Die 
Tryptophanbestimmung ergab 1,07 Proz. 

Das Filtrat wurde wieder auf Eis gekiihlt und in Niederschlag und 
klare Lésung getrennt. 
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Die klare Lésung enthielt 1,5 g Gliadin, dessen Tryptophangehalt mit 
0,83 g ermittelt wurde. 

Der Riickstand hingegen wies diesmal einen Wert von 1,45 Proz. 
Tryptophan auf. 

So wurde dieses Mehl ein drittes und ein viertes Mal in gleicher Weise 
ausgezogen, wobei bei dem dritten Auszug noch 0,68 g in Lésung gingen und 
beim vierten 0,45, so daB es also méglich ist, dem Mehle durch Auskochen 
mit Alkohol fast das gesamte Protein kolloidal zu entziehen. 

Was nun die Tryptophanbestimmung anbelangt, so war es bei den 
letzten Ausziigen nicht mehr méglich, durch Kiihlung eine Trennung der 
Proteine zu bewirken. Die Lésung blieb gleichmaBig schwach getriibt. In 
beiden Lésungen resultierte bei der kolorimetrischen Bestimmung fiir 
diesen Eiwei8kérper ein konstanter Tryptophangehalt von 1,55 Proz. 

Dieser Wert diirfte fiir das Glutenin der zuverlissigste sein, wie 
0,84 Proz. fiir das Gliadin. 

DaB May und Rose sowie Folin und Looney ebenfalls fiir Gliadin einen 
Wert von 1,10 bis 1,14 Proz. finden, diirfte wohl darauf zuriickzufiihren 
sein, daB bei ihren Bestimmungen dasselbe Gemisch von Gliadin und 
Glutenin vorlag, was uns beim ersten Versuch den gleichen Wert finden lieB. 

An diese Versuche schloB sich eine Reihe weiterer Untersuchungen, 
die in ganz analoger Weise ausgefiihrt wurden, nur mit dem einen Unter- 
schied, daB die Trennung in alkohollésliches und alkoholunlésliches Protein 
nicht durch starke Abkiihlung auf Eis erfolgte, sondern das Filtrat wurde 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Ablauf dieser 
Zeit hatte sich ein Teil des Proteins abgeschieden, und es erfolgte in der 
Zentrifuge die Trennung. Die klare Lésung ergab jetzt einen Gesamt- 
eiweiBgehalt von 5,6g gegeniiber 3,7 ¢ der Lésung, die auf Eis gekiihlt 
war. Der Tryptophangehalt blieb jedoch der gleiche, namlich 0,84 Proz. 
Hingegen der Tryptophangehalt des Riickstands zeigte eine Aufwirts- 
bewegung, naimlich 1,36 Proz. 

Der zweite Auszug des Mehles zeigte fast keinerlei Verinderung in 
der klaren Lésung. Der EiweiSgehalt betrug 1,64g, die Tryptophan- 
bestimmung ergab wiederum fiir das geléste Protein den bekannten Wert 
von 0,84 Proz. Das alkoholunlésliche Protein wies einen Gehalt von 1,55 Proz. 
Tryptophan auf. 


SchluBfolgerung. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen sich wie folgt zusammen- 
fassen : 

Durch Kochen mit 70proz. Alkohol wird dem Mehle nicht allein das 
Gliadin, sondern auch ein groBer Teil des Glutenins bereits entzogen. Kiihlt 
man diesen Auszug stark ab, so scheidet sich fast die Halfte des Proteins 
wieder unléslich aus und kann in der Zentrifuge isoliert werden. In der 
klaren Lésung hat man jetzt das reine Gliadin, hingegen in dem Riickstand 
eine Mischung von Gliadin und Glutenin, wie aus der Tryptophanbestimmung 
hervorgeht. 

Kocht man nun ein zweites Mal das Mehl in gleicher Weise aus, dann 
entzieht man dem Meh! nochmals einen betrachtlichen Anteil seines Proteins. 
Jedoch auch dieses ist nicht einheitlich, sondern immer noch ein Gemisch 
von Gliadin und Glutenin. Allerdings ist das durch Kiihlung jetzt erhaltene 
Glutenin nur noch mit kleinen Mengen Gliadin verunreinigt. 
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Erst der dritte und vierte Auszug liefert auf Grund der Tryptophan- 
bestimmung einen einheitlichen Kérper, den man wohl als reines Glutenin 
ansprechen darf. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da®B das Gliadin einen gréGeren 
Prozentsatz des Gesamtproteins ausmacht als das Glutenin, und daB es 
aus seinen Lésungen durch starkes Abkiihlen sich ausscheiden laBt. 

Hinsichtlich des Glutenins ist zu sagen, daB man diesen K6érper nicht 
als voéllig alkoholunléslich bezeichnen darf. Auch dieses Protein l4Bt sich 
durch Kochen mit Alkohol dem Mehle in kolloidaler Form entziehen. 


Die Léslichkeit des Weizenproteins in Alkohol von 50, 60, 70 und 80 Proz. 


Der GesamteiweiBgehalt des Weizenmehles ergab auf Grund der 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl einen Wert von 12 Proz. Die Extraktion 
der Proteine erfolgte in der Weise, daB 100g Mehl mit 400 ccm Alkohol 
am RiickfluBkiihler ausgekocht und die Lésung heiB filtriert wurde. Alsdann 
wurde mit 5cem die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ausgefiihrt und 
die Menge des in Lésung gegangenen Proteins durch Multiplikation mit 
dem Faktor 6,25 ermittelt. Diese EiweiBmenge ergab mit 80 multipliziert 
die Gesamtmenge des in Lésung gegangenen Proteins. Die einzelnen Frak- 
tionen wurden in Prozente des GesamteiweiSgehalts umgerechnet. 
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Darstellung von Gliadin und Glutenin nach Fleurent'). 


Fleurent geht bei der Darstellung von Gliadin und Glutenin in der 
Weise vor, daB er das Mehl in 70proz. Alkohol, der 0,2 bis 0,3 Proz. Alkali 
enthalt, schiittelt, wobei Gliadin in Lésung geht, wahrend Glutenin in 
kolloidaler Suspension bleibt und durch Einleiten von CO, gefallt wird. 
Nach dieser Methode wurden ebenfalls die Proteine des Weizenmehls isoliert 
und auf ihren Gehalt an Tryptophan untersucht. 

25g Mehl mit einem GesamteiweiBgehalt von 12 Proz. wurden mit 
100 cem 70proz. Alkohols, welcher 0,2 Proz. NaOH enthielt, 3 Stunden im 
Schiittelapparat geschiittelt, alsdann wurde abgesaugt. Man erhielt eine 
triibe Lésung, die nach Kjeldahl einen Proteingehalt von 11,2 Proz. gegen- 
iiber 12 Proz. des gesamten EiweiBgehalts ergab. Es war also fast das 
ganze Protein des Mehles ausgezogen worden. 

Die Tryptophanbestimmung gab fiir diese Gesamtproteine einen 
Durchschnittswert von 1,10 Proz. 

Zur Trennung der Proteine wurde CO, eingeleitet, es schied sich das 
Glutenin ab. Gliadin und Glutenin wurden nun in der Zentrifuge getrennt, 
und zundchst die Gliadinlésung weiter untersucht. In der Lésung ver- 
blieben etwas mehr als 5 Proz. Protein mit dem Tryptophangehalt von 
0,84 Proz. 


1) Ann. des Falsifikations 17, 269 bis 272, 1924. 
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Der Riickstand, das Glutenin, wurde mit demselben alkalischen Alkohol 
wieder gleichmaBig suspendiert und sein Gehalt an Tryptophan in der 
bekannten Weise ermittelt. Es resultierte der Wert 1,50 Proz. 

Diese Methode gestattet in sehr einfacher Weise einen Uberblick iiber 
die Gesamtproteine des Mehles hinsichtlich ihres Tryptophangehalts, 
andererseits eine leichte Trennung in die zwei Hauptproteinarten Gliadin 
und Glutenin. 

Allerdings erhalt man bei dieser Operation zwar das Gliadin in reiner 
Form; hingegen das Glutenin wohl kaum. Durch die Behandlung mit 
Alkali geht auch das Albumin und Globulin in Lésung, und beide Kérper 
werden beim Einleiten von CO, mit dem Glutenin wieder ausgefallt. Das 
reine Glutenin wird also nicht erhalten, sondern wird stets, wenn auch in 
kleinen Mengen, mit Albumin und Globulin behaftet sein. 


Untersuchung des wasserléslichen Proteins (Albumin) des Weizenmelhls 
auf seinen Gehalt an Tryptophan. 


Bei den Untersuchungen des Albumins wiederholten sich fast die 
gleichen Verhaltnisse wie bei der Untersuchung des Gliadins. Je nach 
der Menge des angewandten Wassers und nach der Dauer der Einwirkung 
gehen EiweiBkérper in Lésung, die deutlich durch ihren Gehalt an Tryp- 
tophan unterschieden sind. L&®t man auf Mehl etwa die fiinffache Menge 
Wasser nur kurze Zeit einwirken, so erhaélt man ein Protein mit einem 
Gehalt von 1,60 Proz. Tryptophan. 

Nimmt man. nun anstatt der fiinffachen gleich die zehnfache Menge 
Wasser, so geht eine gréBere Menge des Proteins in Lésung mit einem 
Gehalt von 1,27 Proz. Tryptophan. 

Zieht man dieses Mehl nun weiter aus, so gehen immer wieder Eiweib- 
kérper in Lésung, die hinsichtlich ihres Tryptophangehalts eine deutliche 
Abwirtsbewegung zeigen nach dem Wert des Gliadins. 

Auf Grund dieser Beobachtungen kommen wir zu dein Schlu®B, daB 
es nicht médglich ist, auf diese Weise das scjgenannte Albumin des Weizen- 
mehls rein zu isolieren. Es ist wohl sehr wahrscheinlich, daB man durch 
ein kurzes Ausziehen mit Wasser in der Hauptsache nur das Albumin 
fassen wird und da8 der Wert von 1,60 Proz. wohl der richtige sein diirfte. 
Bei langerer Einwirkung und widerholtem Ausziehen mit Wasser gehen 
Teile des Gliadins mit in Lésung. 


Globulin. 

Genau die gleichen Erscheinungen wie beim Albumin treten bei der 
Isolierung des Globulins mittels 10proz. Kochsalzlésung auf. Man erhilt 
auch hier keinen einheitlichen Eiwei8kérper, sondern Proteine, die je 
nach den Verhaltnissen, unter denen sie in Lésung gebracht wurden, 
fiir Tryptophan Werte aufweisen, die zwischen 2,50 bis 1,60 Proz. schwanken. 
Bei 1,60 Proz. tritt allerdings eine Stabilisierung ein. Daraus médchte 
man schlieBen, daB man durch wiederholtes Ausziehen mit Salzlésung 
dem Mehle allmahlich das Glutenin entzieht, dessen Tryptophangehalt 
mit 1,55 Proz. ermittelt wurde. 


Uberblickt man nun die ganzen Extraktionsversuche und _ ver- 
gleicht die gefundenen Werte fiir Tryptophan, so laBt sich tiber das 
Protein des Weizenmehls folgendes mit Bestimmtheit sagen: Das 
Protein des Weizenmehls besteht etwa zu 50 Proz. aus Gliadin, zu 
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etwa 30 Proz. aus Glutenin und der Rest verteilt sich gleichmaBig auf 
Albumin und Globulin. Auf Grund der erhaltenen Werte an Tryptophan 
laBt sich sagen, daB es verhiltnismaBig leicht gelingt, das Gliadin in 
reiner Form zu isolieren. Hingegen kann man fiir die Reinheit der 
anderen Eiwei8kérper nicht die volle Garantie iibernehmen, denn wie 
der Versuch zeigte, scheidet sich beim Abkiihlen ebenfalls Gliadin wieder 
aus und dei einem zweiten Auskochen des Mehles geht Gliadin nochmals 
in Lésung, waihrend man doch eigentlich annehmen diirfte, daB dies 
Protein bereits durch den ersten Auszug vollstandig entzogen ware, 

Am einfachsten laBt sich die Isolierung von Gliadin und Glutenin 
nach dem Verfahren von Fleurent herstellen. 

Die einigermaBen sicherste Darstellung fiir Albumin und Globulin 
laBt sich durch eine méglichst kurze Einwirkung der Lésungsmittel 
bewirken. 


Auftreten der Tryptophanreaktion ohne Zusatz von Formaldehyd. 


Eine interessante Beobachtung haben wir bei der kolorimetrischen 
Bestimmung des Tryptophans der Proteine des Weizens und spiter- 
hin auch bei solchen Proteinen, die in Begleitung von Starke auf- 
treten, gemacht. 

Versetzt man eine Liésung dieser Proteine mit der 66 proz. Schwefel- 
siure, so tritt, nicht in allen Fallen, ohne Zusatz von Formaldehyd die 
typische Gelbfarbung in Erscheinu.z, und zwar maximal und villig 
identisch mit einer Reaktion, die eben nach dem Gange der Bestimmung 
durch Zusatz von Formaldehyd bewirkt wurde. DaB es sich hierbei um 
eine spezifische Tryptophanreaktion handelt, geht daraus hervor, daB 
man durch Zusatz von Nitrit oder Wasserstoffsuperoxyd die charakte- 
ristische Violettfarbung der Reaktion Voisenet erhilt. 

Da die Tryptophanreaktion auch durch Zusatz eines anderen 
Aldehyds in die Wege geleitet werden kann, so lag der SchluB nahe, 
daB eben der Zucker, der ja Aldehydcharakter besitzt, in diesem 
Falle die Stelle des Formols ersetzt. In dieser Richtung erfolgte 
nun eine Reihe von Versuchen derart, daB man reine Tryptophan- 
lésung mit Zuckerlésung verschiedener Konzentration versetzte und 
die Schwefelsiure hinzufiigte. Zwar trat langsam eine Gelbfarbung 
auf, jedoch wurde dieselbe nie maximal, auch erhielt man keine ein- 
deutige Reaktion Voisenet. DaB es auch der Zucker nicht gut sein kann, 
geht daraus hervor, daB bei Milch, bei welcher der Milchzucker doch 
auch eine freie Aldehydgruppe besitzt, die Reaktion nicht in Er- 
scheinung tritt. 

Vielleicht 1aBt sich diese Tryptophanreaktion auf Grund der Theorie 
iiber den Aufbau der Starke in der Pflanze erklaren. Nach Ansicht 

der botanischen Physiologen vollizieht sich der Aufbau der Starke 
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derart, daB zunachst die Kohlensaiure der Luft zu Kohlenstoff reduziert 
wird, dann durch Anlagerung von Wasser iiber Formaldehyd sich die 
Bildung der Starke vollzieht. Es wire immerhin denkbar, daB hier in 
diesem Falle Spuren des Formaldehyds noch vorhanden sind, welcher 
die entsprechende Reaktion hervorruft. 


Roggenmehl. 


Bei der Untersuchung der Proteine des Roggenmehls wurden genau 
die gleichen Richtlinien, die sich aus der Untersuchung des Weizenmehls 
ergaben, befolgt, und es wurden auch da hinsichtlich der Isolierung der 
einzelnen Proteine die gleichen Ergebnisse erzielt. 

Das Roggengliadin weist einen etwas niedrigeren Wert als das Weizen- 
gliadin auf, nimlich 0,64 Proz. 

Der Gehalt des Glutenins wurde mit 1,30 Proz. ermittelt. 

Der Tryptophangehalt der Gesamtproteine des Roggenmehils liegt 
bei 0,90 Proz. Das Albumin des Roggenmehls ergab die gleichen Resultate 
wie das Albumin des Weizenmehls, je nach den Bedingungen, Werte von 
1,60 bis unter 1 Proz. Hingegen ist das salzlésliche Protein gegeniiber 
dem Globulin des Weizenmehls hinsichtlich des Tryptophangehalts deutlich 
verschieden. Sein Wert liegt bei 1 Proz. Wiederholt man nun die Aus- 
ziige mit Kochsalzlésung, so steigt der Wert fiir Tryptophan der erhaltenen 
Proteine und nahert sich dem Wert des Tryptophangehalts fiir Glutenin 
genau wie beim Weizenmehl, wo er von 2,5 nach 1,60 Proz., dem 
Tryptophangehalt des Weizenglutenins, sich abwiarts bewegt. 

In der Literatur findet man vielfach die Ansicht vertreten, die Proteine 
des Roggens wie des Weizens seien véllig identische Kérper. Auf Grund der 
Analysenzahlen méchten wir diese Theorie ablehnen. Sowohl das Gliadin wie 
das Glutenin des Reggens besitzen einen geringeren Gehalt an Tryptophan 
als die entsprechenden EiweiBkérper des Weizens. Das salzlésliche Protein 
des Roggenmehls hat nur héchstens die Halfte des Gehalts an Tryptophan 
als das Globulin des Weizenmehls. 


Die Léslichkeit des Roggewproteins in Alkohol von 50, 60, 70 und 80 Proz. 


Die Extraktionsversuche wurden ganz analog denen des Weizenmehls 
ausgefiihrt. 
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Uber den Tryptophangehalt des Weizen- und Roggenbrotes. 


Im Anschlu8B an die Untersuchung des Weizen- und Roggenmehls 
wurde eine Tryptophanbestimmung der Proteine des Brotes sowohl von 
Weizen- als auch Roggenbrot durchgefiihrt, hauptsaéchlich zu dem Zweck, 
um GewiBheit zu erlangen, ob das Tryptophan durch den Backprozeb 
einen Abbau erlitten habe. 
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Die Brote wurden zuniachst getrocknet, dann fein gepulvert und mit 
70proz. Alkohol extrahiert. Im Gehalt an Tryptophan war keine Ver- 
anderung festzustellen. Der Durchschnittswert fiir die Gesamtproteine 
eines Weibbrotes betrug 1,09 Proz., eines Roggenbrotes 0,90 Proz., genau 
wie fiir die entsprechenden Mehle. Ebenso blieben die Werte fiir Gliadin 
unverandert. 


Bestimmung des Tryptophangehalts der Proteine von Mais-, Hafer- und 
Gerstenmehl. 


Bei der Untersuchung der nun folgenden Mehle geschah die Isolierung 
und Trennung des alkoholléslichen und alkoholunléslichen EiweiSkérpers 
stets nach der Methode von Fleurent. 


Maismehl. 


Die EiweiSverteilung des gelben wie auch des weiBen Maises stellte 
sich auf Grund der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl auf 10 Proz. ins- 
gesamt, und zwar 5,5 Proz. fiir das alkohollésliche Protein, das sogenannte 
Zein, und der Rest fiir das Glutenin, Albumin und Globulin.: Das im Mais- 
mehl enthaltene alkolholésliche Protein entbehrt vollstaéndig des Tryp- 
tophans, wie bereits Osborne festgestellt hat. Die Tryptophanreaktion des 
alkoholischen Auszuges war negativ. 

Hingegen wurde fiir das Glutenin 1,08 Proz. Tryptophan gefunden, 
fiir Globulin | Proz. und fiir Albumin 1,20 Proz. 

Die Isolierung der einzelnen Proteine erfolgte genau wie beim Weizen- 
und Roggenmehl. 


Der Nachweis von Maismehl in Weizenmehl auf Grund der Tryptophan- 
bestimmung. 


Da dem Zein der Tryptophankomplex vollstandig fehlt, und hin und 
wieder Verfalschungen von Weizenmehi durch Maismehl beobachtet werden, 
wurde versucht, eine Methode zu begriinden, auf Grund der Tryptophan- 
bestimmung des alkoholléslichen Proteins jene Verfilschungen nachzu- 
weisen. Leider ist es wegen des verschiedenen Gehalts der einzelnen Mehle 
an alkoholléslichem Protein nicht méglich, eine einigermaBen quantitative 
Bestimmung zu treffen. Immerhin ist es angezeigt, falls der Tryptophan- 
gehalt des Weizengliadins auf 0,80 Proz. und weniger sinkt, auf einen 
gréBeren Zusatz von Maismeh] eventuell auch Roggenmehl zu schlieBen. 
Bei der Untersuchung wiirde man am besten so verfahren, da$8 man mit 
einem Alkohol von 75 Proz., der 0,2 bis 0,3 Proz. Alkali enthalt, das Gesamt- 
protein in Lésung bringt und durch Einleiten von CO, in Gliadin und 
Glutenin trennt, alsdann in der iiblichen Weise die Tryptophanbestimmung 
des Gliadins zur Ausfiihrung bringt. Dieses Verfahren lieB sich fiir Brot, 
dem Maismehl zugesetzt war, nicht in Anwendung bringen. Bei der Tryp- 
tophanreaktion des aus solchem Brot ausgezogenen Prolamins trat statt 
der sonst schén gelben Farbe ein brauner MiSton hervor, der sich mit 
der reinen Tryptophanlésung nicht vergleichen lieB. 


Zu bemerken ist, daB die Farbe des gelben Maises die Bestimmung 
nicht beeintrachtigt. In Gegenwart von Séure verschwindet sie voll- 
standig. Umgekehrt haben wir bei dem weiSen Mais die Beobachtung 
gemacht, daB nach dem Auszug mit alkalischem Alkohol die Schalen- 
partien sich goldgelb verfarbt hatten. 
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Gerstenmehl. 


Zur Untersuchung des Gerstenmehls ist nichts Besonderes zu bemerken. 
Die Untersuchung geschah in iiblicher Weise und ergab fiir 


Albumin... .. . . 1,40 Proz. Tryptophan 

0 Ea lk ~ 
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Frere. i - 
Hafermehl. 


Im Gegensatz zu den bisher untersuchten Mehlen fand sich im Hafer- 
meh! kein wasserlésliches Protein, wie auch verhaltnismaBig wenig alkohol- 
lésliches Protein. Nur ungefihr 2g Protein konnten aus 100g Mehl 
isoliert werden, die aber nur Spuren einer Tryptophanreaktion ergaben. 
Vermutlich wird dieses Protein véllig frei von Tryptophan sein und die 
geringe Reaktion auf Verunreinigung durch andere Proteine zuriick- 
zufiihren sein. Im alkoholunléslichen Riickstand, der die Hauptmasse des 
Proteins darstellt, fand sich dagegen 1,31 Proz. Tryptophan. 

An salzléslichem Protein enthalt das Hafermehl ebenfalls nur eine 
geringe Menge. Es konnten aus 100g nur 0,4g isoliert werden mit 
einem Gehalt von 1,10 Proz. Tryptophan. 


Reismehl. 

Im Reismehl war weder ein alkohollésliches noch ein wasserlésliches 
Protein festzustellen und nur geringe Mengen eines salzléslichen Proteins 
mit einem Gehalt von 1 Proz. Tryptophan. 

Der Tryptophangehalt des ReiseiweiBes wurde in der Weise festgestellt, 
da8 zunachst das Reismehl 3 Stunden im Schiittelapparat, mit der vier- 
fachen Menge n/10 NaOH geschiittelt, alsdann dekantiert wurde. Nun 
wurde von der alkalischen, Lésung in der iiblichen Weise Stickstoff bestimmt 
und der Gehalt an Tryptophan des so errechneten Gesamtproteins durch 
Kolorimetrie zu 1,25 Proz. ermittelt. 


Die Bestimmung des Tryptophangehalts im Eiwei8 von Erbsen, Bohnen 
und Linsen. 


Da die iiberwiegende Menge des EiweiBes der Hiilsenfriichte aus salz- 
léslichem Globulin besteht, wurde die Untersuchung nur auf dieses Protein 
beschrankt. 

Die ganzen Samen wurden zunidchst gemahlen, alsdann kurze Zeit 
mit einer 10proz. Kochsalzlésung extrahiert. Dabei ging das Protein 
reichlich in Lésung. In der Zentrifuge wurde es von den Samenresten befreit, 
und die Lésung der direkten Bestimmung unterzogen. 


Auf Grund der Analysenzahlen resultierte ein Tryptophangehalt fiir 
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Blumenkohl. 


Es erfolgte zum Schlu8 noch die Untersuchung eines Gemiises, das 
gerade in der Jahreszeit erhiltlich war, nimlich des Blumenkohls, auf den 
Tryptophangehalt seines Gesamtproteins. 
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Der Blumenkohl wurde mittels einer Fleischhackmaschine zerrieben 
und diese Masse mit n/10 NaOH digeriert und die Bestimmung des Tryp- 
tophangehalts des in Lésung gegangenen Proteins ausgefiihrt. Es wurde 
fiir das GesamteiweiB ein Gehalt von 1,60 Proz. Tryptophan gefunden. 


Wir lassen schlieBlich die mit Hilfe des neuen Verfahrens der Tryp- 
tophanbestimmung ermittelten Zahlenwerte nebst einigen Vergleichs- 
daten folgen. 


Tryptophangehalt der Proteine in Prozenten nach den Methoden von: 





Art des Nahrungsmittels, bzw. Proteins aan “2 — " 4 a = a. 2 . 
Eieralbumin . 1,24 2—2.6 13 1,10 
Eidotter. .... 1,30 2,10 os 1,70 
Pepton- Witte 4.27 53 3,03 _— 
Kuhmilech . ih 1,67 — -= = 
an 2 6 os 1,60 2,02 1,54 1,50 
, Molkeneiwei8 . 1,73 2.9 oa -- 
Ziegenmilch ee we eS 1,66 — a —- 
z CE. che gig 1,56 — _— — 
" , MolkeneiweiB . 1,70 ~- ~- _ 
Frenmsmeniie® x «-0 «24 « 2,50 — — — 
v8 , Casein a 2.33 — _- a 
, MolkeneiweiB . 2,80 6,3 -- _ 
Kase: 
Hollander . 1,54 20 — — 
Limburger . 1,45 2,0 _— _ 
Handkase . 1,58 2.0 a — 
Weizenmehl . 1,14 2,52 _ 
CO aaa 084 2.0 114 1,05 
Glutenin 1,55 — 68 1,80 
Albumin oa a 1,60 _— — 
ON eee ee 2,50 3.1 _— 
Roggenmehl . 0,90 2,37 | _ — 
Ghadin 0,64 0,70 — — 
Glutenin 1,30 — — ~- 
Albumin 1,60 _— -- —_ 
Globulin = % ‘ 1,0 2.7 _ —_— 
Maismehl : 
SO gi ee int wo 5d eet lei a 0 0 0 0 
0 ae eo 108 | — — 1,08 
Albumin 130 | a _ —_ 
Globulin. . 1,0 | _— - _ 
Gerstenmehl: 
Hordein . ‘ 1,0 18 _— | _— 
0 ee ree 1,21 | — — — 
Albumin... 140 | — —_ -- 
a. « «a < 1,30 | 3,4 —_ — 
Hafermehl: 
ee 0 0 —_ — 
LS Shera emia aii. ie 1,31 _ | _— 
I ny ti seles sos "oes Sha ti oe —_— | - — — 
oe 110 | 29 ms ou 
ee eae ea o's 1'25 | 2'77 —- | = 
Se. 8e ore 6 bo 1,0 — _ - 
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Art des Nahrungsmittels Tillmans = Fiirth, Nobel Folin May 


und Alt und Lieben und Looney und Rose 

Erbsen (Globulin) ...... 110 | 1,79 — 1,05 
Bohnen, ro ata eels id 143 1,86 — _— 
Linsen, - ti ea 1,35 2.36 — om 
Blumenkohl ...... . gr 160 | — _ _— 
Myosine: 

a 1,43 _ — — 

Prowaemeipon.. . os eo 2 1,40 — — — 

Kalbfleisch ...... _* 1,70 — — — 

Schweinefleisch .....-. 1,80 —_ _ _ 

Leber (Ochsen) ...... 1,76 _ —_— — 

cas CE ce ow te ee 1,90 — _ _ 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Die Ergebnisse unserer Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen : 

1. Die bisherigen Versuche zur Tryptophanbestimmung in Pro- 
teinen lieferten mit wenigen Ausnahmen keine zuverliissigen Werte. 
Die Methode Fiirth und Nobel, die auf der Reaktion Voisenet basiert 
ist, ist als quantitative Methode auszuschalten. Es besteht eine zu 
geringe Gleichheit im Farbentone von reiner Tryptophanlésung, die 
blauviolett, und EiweiBlésung, die rotviolett ist. Infolgedessen ist 
der direkte Vergleich nicht durchfiihrbar. Die von den Autoren emp- 
fohlene Anwendung eines Blauglasfilters hilft iiber diese Schwierigkeit 
nicht hinweg. Ein Blauglas léscht die roten Strahlen der Eiweiblésung 
aus, diese erscheint dunkler und tauscht fiir das Protein einen zu hohen 
Tryptophangehalt vor. So werden nach dieser Methode viel zu hohe 
Werte fiir Tryptophan gefunder,. ‘ 

2. Die Methoden von May und Rose und Folin und Looney, die 
erst in jiingster Zeit in Deutschland bekannt wurden, als diese Arbeit 
im wesentlichen fertig war, liefern anscheinend ganz zuverlissige Werte, 
die wir zum Teil bei uxseren Untersuchungen bestatigt fanden. Jedoch 
sind ihre Methoden ziemlich langwierig und umstandlich auszufiihren. 
Infolgedessen kann man den gelinden Zweifel nicht unterdriicken, ob 
nicht die Hydrolysen sowie die umstiindliche Isolierung des Tryptophans 
nach der Methode Folin die quantitative Genauigkeit mitunter be- 
eintrachtigen kénnte. 

3. Die EiweiBreaktion mit Formol und Svhwefelsiure, auf der die 
neue Methode zur Bestimmung des Tryptophans in Proteinen auf- 
gebaut wurde, ist frei von den Mangeln, die der Reaktion Vovtsenet 
anhaften, und besitzt vor allen Dingen weitgehende Ubereinstimmung 
im Farbenton von reiner Tryptophanlésung und EiweiBlésung. Gegen- 
iiber den Methoden von May und Rose und Folin und Looney zeichnet 
sie sich durch viel gréBere Einfachheit aus. Sie ermédglicht die un- 
mittelbare Bestimmung des Tryptophans ohne vorhergehende Auf- 
spaltung des EiweiBkoérpers. 
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4. Die Ergebnisse der Untersuchung der Proteine der wichtigsten 
Nahrungsmittel gaben AufschluB iiber das Verhiltnis der einzelnen 
Proteine hinsichtlich ihres Gehaltes an Tryptophan. So zeichnen sich 
die Proteine der Frauenmilch durch einen héheren Tryptophangehalt 
aus als die Proteine von Kuh- und Ziegeninileh, was physiologisch von 
Bedeutung ist. Auf Grund des Tryptophangehaltes konnte zwischen den 
Proteinen der Kuh- und Ziegenmilch kein Unterschied festgestellt 
werden. Die Tryptophanbestimmung von Kiise ergab, daB das Tryp- 
tophan durch den ReifungsprozeB keine Verinderung erleidet. 

Nebenbei wurden bei den Untersuchungen der Proteine der Milch 
das Prinzip der sogenannten Fritzmannschen Reaktion, die zum Nachweis 
von Nitraten in Milch dient, aufgeklart. Die Reaktion konnte als eine 
spezifische Tryptophanreaktion identifiziert werden. 

5. Die Tryptophanbestimmung der Myosine von Fleisch ver- 
schiedener Schlachttiere ergaben keine groBen Unterschiede. Die 
Hoffnung, einen Unterschied zwischen Pferdefleisch und Ochsenfleisch 
zu finden, ging nicht in Erfiillung. Die Myosine haben fast den gleichen 
Gehalt an Tryptophan. 

6. Der Tryptophangehalt der Weizenproteine liegt im allgemeinen 
héher als der der Roggenproteine, woraus folgt, daB diese Kérper nicht 
identisch sind. Allerdings sind die Unterschiede nicht so groB, daB auf 
Grund dessen eine Unterscheidung der Proteine méglich wire. Gleich- 
zeitig fand die Ansicht der Forscher, wonach das Protein des Weizen- 
und Roggenmehles aus vier verschiedenen Bestandteilen sich zusammen- 
setzt, ihre Bestatigung. Auf Grund der Extraktionsversuche war es 
méglich, Einblick in die Léslichkeit der einzelnen Proteine zu gewinnen 
und Richtlinien aufzustellen, nach denen eine Isolierung zu er- 
folgen hat. 

7. Die Untersuchung des Maismehles bestiatigte die Tatsache, dab 
dem Zein der Tryptophankomplex fehlt. Infolgedessen ist es méglich, 
Verfalschungen von Weizenmehl durch Maismehl auf Grund der Er- 
mitthing des Tryptophangehaltes des alkoholléslichen Proteins fest- 
zustellen. Er darf fiir ein Weizenmehl nicht unter 0,80 Proz. liegen. 

8. Der Tryptophangehalt der Proteine der tibrigen Cerealiensamen 
ist im groBen und ganzen von denen des Weizen- und Roggenmehles 
nicht verschieden. Ebenso besitzen die Proteine der Leguminosen- 
samen fast den gleichen Gehalt an Tryptophan. 

Auf Grund der Versuchsresultate, die mit den nach anderen Me- 
thoden erzielten Werten zum Teil in Ubereinstimmung stehen, darf man 
zu dem Schlu8B kommen, daB in dem neuen Verfahren eine sichere 
Grundlage geschaffen ist, die in einfacher Weise eine unmittelbare 
quantitative Bestimmung des Tryptophans in Proteinen gewahrleistet. 
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Eine kolorimetrische Mikromethode 
zur quantitativen Bestimmung der Milchsiure im Blut. 


Von 


Bruno Mendel und Ingeborg Goldscheider. 
(Aus der III. medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Es eriibrigt sich, in dieser Zeitschrift .uf die Bedeutung der Milch- 
siure im Stoffwechsel hinzuweisen und die Einzelgebiete der Physiologie 
und Pathologie zu nennen, deren Verstandnis durch quantitative Milch- 
siureanalysen geférdert werden kann. 

Als wir uns die Aufgabe stellten, den Milchsiuregehalt des Blutes 
unter normalen und pathologisch-physiologischen Bedingungen syste- 
matisch zu verfolgen, waren wir genétigt, zunachst eine geeignete 
Methode der Milchsiurebestimmung auszuarbeiten. 

Der quantitative Milchsiurenachweis kann gravimetrisch, titri- 
metrisch oder kolorimetrisch gefiihrt werden. 


Die alteste Methode ist die gewichtsanalytische, bei der die Milchsiure 
als schwerlésliches Zinksalz gefallt wird |Embden und Kraus (1)}. Diese 
Methode wird kaum noch angewandt, da sie nur mit groBen Blutmengen 
durchgefiihrt werden kann und eine umstandliche Isolierung der Milchséiure 
erfordert. Die erste Titrationsmethode stammt von v. Fiirth und Charnass (2). 
Sie ist von Embden und seinen Schiilern verbessert, heute aber zugunsten 
der ihr adhnlichen Clausenschen (3) Methode verlassen worden. Diese 
Methode, die von Hirsch-Kauf/mann (4) mit einigen Anderungen in Deutsch- 
land eingefiihrt, kurze Zeit zuvor aber auch von Meyerhof (5) beschrieben 
worden ist, hat sich heute wohl am meisten eingebiirgert; sie beruht auf 
folgendem Prinzip: Die Milchséiure wird in saurer Lésung mit Kaliumper- 
manganat zu Acetaldehyd oxydiert; dieser wird abdestilliert und in ge- 
messener Menge titrierter Bisulfitlésung aufgefangen. Die nicht an Aldehyd 
gebundene Bisulfitmenge wird durch Titration mit Jodlésung ermittelt. 
Zum Milchséiurenachweis nach dieser Vorschrift sind -—- nach Hirsch- 
Kauffmann — mindestens 20 cem Blut erforderlich; die Ausfiihrung dauert 
etwa 24 Stunden. Von den kolorimetrischen Methoden, die, wie es scheint, 
kaum angewandt werden, méchten wir nur die von Harrop (6) beschriebene 
nennen. 


Diese Methode ist wie die unsere auf der Erfahrung aufgebaut, 
daB Acetaldehyd sich mit Phenolen oder Alkaloiden der Morphiumgruppe 
11* 
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zu einem farbigen Produkt kondensiert { Denigés (7)]. Wir haben uns viele 
Monate bemiiht, Milchsiure im Blut nach der Vorschrift Harrops zu be- 
stimmen, sind aber in mehreren hundert Versuchen, trotz vielfaltiger kleiner 
Anderungen, nicht zum Ziele gelangt. Einer der wesentlichsten Fehler 
dieser Methode liegt darin, daB das Blut, nachdem es in dem dreifachen 
Volumen 10proz. Kupfersulfatlésung aufgefangen worden ist, durch Fr- 
hitzen enteiweiBt wird. Selbst wenn man davon absieht, daB bei der Hitze- 
koagulation der EiweiBkérper groBe Mengen Milchséure durch Bindung 
an das Eiwei8 der Bestimmung entgehen [Mondschein (8)|, so muB dieses 
Verfahren schon deshalb als untauglich bezeichnet werden, weiles héchstens 
im Serum, nicht aber im Gesamtblut zu vollkommener EiweiBfreiheit 
fiihrt. Versetzt man naimlich, der Vorschrift Harrops folgend, das Blut- 
Kupfersulfatgemisch nach dem Erhitzen mit Calciumhydroxyd und filtriert, 
so verrat das Filtrat schon durch eine rotviolette Opaleszenz (Biuretreaktion ) 
seinen EiweiBgehalt. Spuren Eiwei8 hemmen aber die Entwicklung des 
Farbkoérpers, der bei der Kondensation von Acetaldehyd mit Guajakol 
entsteht und der als Ma®B des vorhandenen Aldehyds dienen soll. Die 
Methode von Harrop muB also als unbrauchbar bezeichnet werden. 


Die Methode, die wir suchten, muBte sich zu Serienbestimmungen 
eignen, d. h. mit geringen Mengen Gesamtblutes schnell durchzufiihren sein. 

Diesen Anforderungen entspricht das Verfahren, welches wir hier 
mitteilen. Wir werden zunichst das Prinzip und die Ausfiihrung unserer 
Mlichséurebestimmung im Zusammenhang beschreiben und erst dann 
unsere Vorschrift im einzelnen erlautern. 


A. Prinzip. 


Aus dem durch Metaphosphorsiure enteiweibten Blute werden 
die Kohlenhydrate durch Kupfer-Kalkfallung [Salkowski-v. Slyke (9) | 
entfernt. Die Milchsdure wird durch heiBe konzentrierte Schwefelsiure 
in Acetaldehyd iibergefiihrt [s. Denigés (7)]._ Die nach Veratrolzusatz 
auftretende Rotfarbung entspricht in ihrer Starke der Menge des ge- 
bildeten Aldehyds. 


B. Erforderliche Reagenzien. 


5proz. Metaphosphorsiure, frisch hergestellt aus Acidum phos- 
phoricum glaciale (Kahlbaum). 

Kaltgesattigte Kupfersulfatlésung, 1:1 mit Aqua dest. verdiinnt. 

Caleciumhydroxyd pro analys. (Kahlbaum). 

Acid. sulfur. conc. pro analys. acidi lactici (Kahlbaum)'). 

0,125proz. Veratrol (Kahlbaum), in Alkohol abs. 99,8 Proz. gelést. 


1) Diese Schwefelsiure muB8 auf ihre Brauchbarkeit hin in der Weise 
gepriift werden, daB zu etwa 3 ccm 0,1 ccm einer 0,125 proz. Veratrollésung 
zugesetzt wird. Farbt sich die Schwefelsiure dann in einigen Minuten gelb- 
griin, so ist sie nicht zu verwerten. Wahrscheinlich beruht diese Farbung 
auf Verunreinigung durch Nitrate oder Nitrite. 
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¢. Ausfihrung. 


1. Blutentnahme: 1 ccm Blut wird — zur Bestimmung des Milch- 
siureruhewertes nach mindestens halbstiindiger vorsatzlicher Muskel- 
ruhe — aus einer ungestauten Vene entnommen. Das Blut ist sofort in 
folgender Weise zu verarbeiten: 

2. EnteiweiBung: leem Blut + 6cem Aqua dest. + 1 cem 
Metaphosphorsiure. Kraftig schiitteln. Einige Minuten stehenlassen. 
Filtrieren. 

3. Entfernung der Kohlenhydrate: 4cecm von dem wasserklaren, 
eiweiBfreien (Probe mit Sulfosalicylsiure) Filtrat kommen in ein 
Zentrifugenglas. Hierzu 1 com Kupfersulfat und | g Calciumhydroxyd. 
30 Minuten stehenlassen: wihrend dieser Zeit mehrmals kriftig auf- 
schiitteln. Zentrifugieren. 

4. Uberfiihrung der Milchstiure in Acetaldehyd: Von der iiber- 
stehenden wasserklaren, farblosen, zuckerfreien (Probe mit. a-Naphthol) 
Fliissigkeit werden mit der Pipette 0,5 cem vorsichtig abgehoben und 
in ein mit Schwefelsiure und Aqua dest. gereinigtes, absolut trockenes 
Reagenzglas gebracht. Unter Kiihlen in Eiswasser und Schiitteln 
werden 3ccm der oben angegebenen Schwefelsiure tropfenweise zu- 
gesetzt. Dann wird die Fliissigkeit genau 4 Minuten in siedendem 
Wasser erhitzt und sofort in Eiswasser gekiihlt. 

5. Kolorimetrische Bestimmung: Nach weiteren 2 Minuten wird 
genau 0,1 cem der Veratrollésung zugesetzt und kurz geschiittelt. In 
der bis dahin farblosen Fliissigkeit tritt allmahlich eine dem Milch- 
siuregehalt entsprechende Rotfarbung auf, die nach genau 20 Minuten 
im Authenrieth-Kolorimeter abgelesen wird. 


Erlduterung des Arbeitsganges. 


Zu 1. Ahnlich wie bei der Bestimmung des Blutzuckers oder der 
Alkalireserve sind bei der Blutentnahme zur Bestimmung der Milchsdéure 
gewisse Regeln zu beachten. 


a) Bekanntlich entstehen bei der Muskelkontraktion groBe Mengen 
Milchséure. Erst nach langerer vélliger Muskelruhe stellt sich der Milch- 
siuregehalt des Blutes auf einen bestimmten Wert ein und bleibt dann bei 
langerer Muskelruhe konstant. Diesen Wert bezeichnen wir als den ,, Ruhe- 
wert’*. Will man den Ruhewert bestimmen, so muB das Individuum eine 
gewisse Zeit zuvor in absoluter Muskelruhe verharrt haben: Handelt es 
sich um einen Bettlagerigen, so geniigen einige Minuten vorsétzlicher 
Muskelruhe; war Muskelarbeit von kurzer Dauer vorangegangen, so sind 
etwa 40 Minuten vorsitzlicher Muskelruhe erforderlich, wahrend nach 
Muskelarbeit von lingerer Dauer, z. B. nach einem weiteren Marsch, eine 
mindestens 1 44 stiindige Muskelruhe vor der Blutentnahme einzuhalten ist. 

Zu diesen Regeln sind wir auf Grund von Versuchen gelangt, die wir 
a. a. O.(10) ausfiihrlich beschrieben haben. Wir beschranken uns hier 
darauf, zwei Beispiele anzufiihren (Abb. 1 und 2). 
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Selbstverstandlich ist auch darauf zu achten, daB jede Kontraktion 
der Armmuskeln, die, wie das folgende Beispiel zeigt, zu einer Milchsaure- 
vermehrung fiihrt, bei der Blutentnahme unterbleibt. 
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Blutmilchsaure sal und nach kurz: Blutmilchsiure vor und nach langdauernder 
dauernder = kriaifti Muskelleistung Muskelarbeit (6km Marsch auf ebener Erde 
(Treppensteigen 1! A in’40 Sekunden). in 60 Minuten). 
Blutentnahme am schlaffen Arm .. . 10,5 mg-Proz. Milchsiure 


Unmittelbar darauf folgende Blutent- 
nahme bei willkiirlicher ae 
der Armmuskulatur .. . cine « Ae - 

b) Staut man die Venen, so steigt, wie wir durch friihere Versuc he (11) 
nachgewiesen haben, der Milchséiuregehalt des Venenblutes im gestauten 
Gebiet, auch dann, wenn der Stauungsdruck unter dem diastolischen 
Arteriendruck gehalten wird. Wir fiihren folgende Versuche an, die an der- 
selben Person ausgefiihrt wurden: 

SU eee mg-Proz. Milchsaure 

Unmittelbar darauf : 

Stauung 10mm Hg unter dem diastoli- 
schen Druck waihrend 1 Minute. . . . 13,5 ie o» 
Gleichzeitig am anderen Arm: 
Stauung 10 mm Hg iiber den systolischen 
Druck hinaus wahrend 1 Minute .. . 15,0 - - 

Wiinscht man den Ruhewert zu bestimmen, so mu also die Vene 
ohne Stauung punktiert werden. 

c) In einer friiheren Arbeit (12) hatten wir mitgeteilt, daB der Milch- 
sduregehalt des Blutes stoffwechselgesunder Individuen nach Zufuhr von 
Traubenzucker — unabhangig von der Blutzuckerschwankung konstant 
bleibt. Bei der Fortfiihrung dieser Versuche hat es sich aber herausgestellt, 
da8 der Milchséuregehalt des Blutes geringe Schwankungen aufweist, wenn 
man den Organismus mit groBen Gaben schnell resorbierbarer Kohlen- 
hydrate iiber das gewohnte MaB hinaus belastet. Wir raten deshalb, die 
Blutentnahme zur Bestimmung des Milchséureruhewertes morgens niichtern 
vorzunehmen. 

Zu 2. Wie schon Fries (13) festgestellt hat, nimmt die Milchséiure im 
Blut — auBerhalb des Kérpers — in kurzer Zeit betrachtlich zu. Die Menge 
der gebildeten Milchséure ist der des verschwundenen Zuckers ungefihr 
aquivalent [Kraske (14), Kondo(15)]. Die Milchséurebildung erfolgt nur 
bei Anwesenheit der Formbestandteile des Blutes [v. Noorden jun. (16)}. 
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Da wir zur Bestimmung Gesamtblut verwenden, verarbeiten wir, um 
Fehler durch Glykolyse zu vermeiden, das Blut sofort nach der Entnahme. 
Es eriibrigt sich daher der Zusatz gerinnungshemmender Substanzen. 

Zur Entfernung der EiweiBkérper muB eine frisch bereitete Meta- 
phosphorsaurelésung') benutzt werden. Eine Lésung, die schon linger 
als 36 Stunden steht, entfernt zwar noch das Eiwei®, fiihrt aber zu einer 
stérenden Gelbfarbung des Filtrates. Nach 48 Stunden hat sich die Lésung 
meist schon so sehr veraindert, daB sie zur EnteiweiBung unbrauchbar ist. 
Da sich die Metaphosphorséure schwer lést, empfehlen wir, die Lésung am 
Tage vor ihrer Verwendung anzusetzen. 

Die vollkommene Entfernung der EiweiBkérper gelingt fast stets 
sogleich. Dennoch ist es ratsam, einen der ersten Tropfen des Filtrats in 
20proz. Sulfosalicylsiure fallen zulassen und die Fliissigkeit, wenn sie 
noch nicht eiweiBfrei sein sollte, noch einmal in das Filter zuriick- 
zugieBen. 

Bei der EiweiBentfernung geht immer ein kleiner, aber ziemlich kon- 
stanter Teil der Milchséure verloren. Dieser Fehler scheint allen Ent- 
eiweiBungsverfahren anzuhaften. 

Wie die graphische Darstellung zeigt, ist der Verlust an Milchséiure 
um so geringer, je mehr man das Blut vor der EnteiweiBung verdiinnt. 

Dasselbe Blut wurde vor dem Zu- jg 
satz von Metaphosphorsaure drei-, vier-, 
sechs- und achtfach verdiinnt. Die Or- 
dinate gibt die Skaleneinteilung auf 
dem Authenrieth - Kolorimeter wieder. 
Auf der Kurve a liegen die Werte, welche 80 . 
wir bei der Bestimmung von Milch- a 
siurelésungen gefunden haben, die, 4 
einer dreifachen Blutverdiinnung vor 
der EnteiweiBung entsprechend, unter 
Beriicksichtigung des 25 vol.-proz. Zu- 10 20 mg % 
satzes von Kupfersulfat verdiinnt wor- Milchséure 
den waren. Die Kurven b, ¢ und d (vier-, hae. o 
sechs- und achtfache Blutverdiinnung) sind durch Berechnung gewonnen. 

Die Verbindungslinie der Werte, die wir bei der Bestimmung des drei-, 
vier-, sechs- und. achtfach verdiinnten Blutes gefunden haben, verlauft 
nicht senkrecht zur Abszisse, wie es bei einem in allen Versuchen gleich- 
maBigen Milchséureverlust zu erwarten ware. Der Fehler bei dreifacher 
Blutverdiinnung ist erheblich gréBer als bei achtfacher Blutverdiinnung. 
Aber auch bei achtfacher Verdiinnung wird bei der EnteiweiBung Milchsaure 
zuriickgehalten. 

In zahlreichen Versuchen, in denen wir dem Blute Milchsaéure zusetzten, 
betrug der Verlust Adchstens 5 Proz., durchschnittlich gingen 3 Proz. der 
zugesetzten Milchsdure verloren. Wir fiihren einige Versuche an (siehe die 
Tabelle auf folgender Seite). 


Nach unserer Erfahrung ist der Milchsdiureverlust bei der EnteiweiBung 
die einzige unvermeidbare Fehlerquelle der Methode. 
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') Die Metaphosphorsaéurekristalle miissen wasserklar sein; triibe 
Kristalle sind nicht zu verwerten. Brauchbare Metaphosphorsaure lést 
sich mit Knacken unter Absprengung kleinster Teilchen. 
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3. 0,5 cem 


. 0,5cem 16 mg-proz. Milchsiure- 
lésung + 1 ccm konz. Schwefelsaure 
(Schwefelsiuregehalt der Fliissig- 
keit etwa 66 Proz.) 

. 05cem 16 mg-proz. Milchséure- 
lésung + 2 cem konz. Schwefelsaure 
(Schwefelsauregehalt der Fliissig- 
keit etwa 80 Proz.) 

16 mg-proz. Milchséure- 
lésung + 2,5cem konz. Schwefel- 
siure (Schwefelséuregehalt der 
Fliissigkeit etwa 83 Proz.) 

. 05cem 16mg-Proz. Milchséure- 
losung + 3 ccm konz. Schwefelsaure 
(Schwefelsiuregehalt der Fliissig- 
keit etwa 85 Proz.). 


4 Minuten Wasser- 


bad+ 1 Tr | fen 


2'/, proz. Vera- 
trollésung 
Dasselbe 


Dasselbe 


Dasselbe 


Die Farbstarke ent 
spricht der einer 
Milchsaéurelésuny 
von 0 mg-Proz 

Die Farbstarke ent 
spricht der einer 
Milchsaurelésung 
von 11,5 mg-Proz. 

Die Farbstarke ent 
spricht der eine: 
Milchséurelésung 
von 13,5 mg- Proz. 

Die Farbstarke ent 
spricht der einer 
Milchsadurelésung 
von 16,0 mg- Proz 


Bei héherer Konzentration der Schwefelséiure tritt nach Veratrolzusatz 
an Stelle der roten eine graugriine Farbung auf. 

In diesen vier Versuchen haben wir ohne die Anderung der Fliissig- 
keitsmenge zu beriicksichtigen — stets einen Tropfen einer 2 ¥4 proz. Veratrol 
lésung zugefiigt: zum Beweis, da®B die Verschiedenheit der Versuchs- 
resultate nicht auf dem Wechsel der Veratrolkonzentration beruht, fiihren 
wir den folgenden Versuch an, eine Wiederholung des Versuchs 3, aber mit 


Zusatz von zwei Tropfen der Veratrollésung ausgefiihrt. 





Milchsaéure- 4 MinutenWasser- Die Farbstarke ent- 
bad + 2 Tropfen 


5. 0,5eem 16 mg-proz. 
lésung + 2,5cem konz. Schwefel- 
siure (Schwefelsiuregehalt der 
Fliissigkeit etwa 83 Proz.) 


spricht der einer 
Milchsaurelésung 
von 10 mg-Proz. 


2'/, proz. Vera- 


trollésung 


Trotz gleicher Veratrolkonzentration ist die Rotfarbung starker als 
in Versuch 1; die Farbung ist aber schwacher als in Versuch 3, der sich von 
Versuch 5 allein dadurch unterscheidet, daB nur die Halfte der Veratrol- 
menge zugesetzt worden ist. 

Zu 5. Bei diesem Versuch machten wir 
also die bemerkenswerte Erfahrung, daB® die 
Sidrke der Rotjdrbung mit steigender Veratrol- 
menge abnimmt. In der nebenstehenden Kurve 
sind die Resultate zusammengestellt, die wir 
bei Zusatz von 1, 2, 3, 4 und 5 Tropfen einer 
2\,proz. Veratrollésung erhalten haben. 

Die Ordinate gibt die Skaleneinteilung 
auf dem Authenrieth-Kolorimeter wieder. Die 

2 3 m7 5 stairkste Farbe tritt bei Zusatz eines Tropfens. 

: Tropfer die schwiichste bei Zusatz von 5 Tropfen 
24 prozentige Veratrollisung __ 
Abb. 5 Veratrol auf. ; Pino 
: In weiteren Versuchen haben wir die Farb- 
starke bei Zusatz von Veratrolldsungen in steigender Konzentration beobachtet 
Es wurde aus der gleichen Pipette stets ein Tropfen der betreffenden 
Veratrollésung zugesetzt. 

Wie die graphische Darstellung (Abb. 6) zeigt, tritt die starkste Farb 
reaktion bei Zusatz einer | proz. Veratrollésung auf. Mit stdrkerer und ge- 
ringerer Konzentration wird die Farbreaktion schwdcher; auBerdem dndert sich 
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der Farbton; mit jallender Veratrolkonzentration geht die Farbe mehr und mehr 
von Rot in Orange, mit steigender Veratrolkonzentration von Rot in Violett iiber. 

Die Kurve zeigt UnregelmaBigkeiten, die wir auf geringe auch bei 
Benutzung einer Patenttropfflasche unvermeidbare GréBenunterschiede 
der einzelnen Veratroltropfen zuriickfiihren. Wir sind deshalb von der 
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Abb. 6. Abb. 7. 








zuerst angewandten Tropfmethode abgekommen und setzen jetzt das 
Veratrol in schwacherer Konzentration, aber genau abgemessener Menge zu. 

Die Kurve (Abb. 7) zeigt, daB bei Zusatz von 0,1 ccm einer alkoholischen 
Veratrollésung die stdrkste Farbreaktion bei einem Veratrolgehalt von 
0,125 Proz. erfolgt. 

Auch hier andert sich der Farbton, wenn man sich von der optimalen 
Veratrolkonzentration entfernt. 

Die mit einer Kapillarpipette genau abgemessene Veratrolmenge 
wird unter Kiihlen in Eiswasser tropfenweise zugesetzt und das Gemisch 
kurz geschiittelt. Die Farbstarke muB nach genau 20 Minuten abgelesen 
werden, da sich Farbstarke und Farbton bei langerem Stehen andern. 


Eichung des Keils. 

Der Keil wird mit einer verdiinnten alkoholischen Karbol-Fuchsin- 
lésung gefiillt, zu der man einen Tropfen einer stark verdiinnten Lésung 
von Orange @ hinzufiigt. Zur Eichung des Keiles wird die wisserige 
Lésung eines reinen milchsauren Salzes verwendet, welches vorher bis 
zur Gewichtskonstanz zu trocknen ist. Da die EnteiweiBung und Ent- 
fernung der Kohlenhydrate bei der Eichung des Keiles mit Milchsaure- 
lésungen fortfillt, sind diese selbstverstandlich — wie das Blut 
zehnfach zu verdiinnen. 


. Milchsdurebestimmung in o ccm Blut. 


Man wird fast immer | ccm Blut zur Bestimmung erhalten kénnen ; 
in besonderen Fallen kann die Bestimmung aber auch in ' cem Blut 
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durchgefiihrt werden. Bei der Entfernung von EiweiB und Zucker sind 
dann die Mengen aller Reagenzien auf die Halfte zu reduzieren, so daB 
die Mengenverhdltnisse sich gegeniiber der Bestimmung in 1 ccm Blut 
nicht andern. Zur Uberfiihrung der Milchsiure in Aldehyd wird — 
ebenso wie bei der Bestimmung in I cem Blut — ', cem der eiweib- 
und zuckerfreien Blutfliissigkeit verwandt. 


Die Empfindlichkeitsgrenze unserer Probe. 


Mit unserer Probe gibt Milchsaure bis zu einer Verdiimnung von 
1 : 200000 eine gut ablesbare Farbe; bei weiterer Verdiinnung bis zu 
1 : 400000 tritt noch eine deutliche Rotfairbung auf. 

Da das Blut zehnfach verdiinnt wird, so liegt die unterste Grenze 
der exakten Bestimmung bei einem Milchsiuregehalt von 5 mg-Proz.'). 
Wir haben aber noch nie weniger als 7,5 mg-Proz. Milchsiure im Blute 
gefunden, so daB wir annehmen kénnen, daB die untere Grenze der 
Reaktionsbreite unserer Probe fiir alle Bestimmungen im Blute tief 
genug liegt. 


Die Spezifitdt unserer Probe. 


Wir haben es natiirlich nicht versiumt, zu priifen, ob nicht auch 
andere im Blute vorkommende organische Substanzen bei Anwendung 
unserer Methode zu der gleichen Farbreaktion fiihren wie die Milchsaure. 

Mit Aceton, B-Oxybuttersiure, Acetessigsdure, Harnstof{, Harnsdure, 
Kreatin, Kreatinin, Glykokoll, Alanin und Propionsdure haben wir keine 
Rotfairbung erhalten. Nur Acetaldehyd, Formaldehyd und Brenztrauben- 
sdure fiihren zu einer Rotfirbung, aber — im Gegensatz zur Milchsaure 
schon vor dem Erhitzen im Wasserbad. Diese Substanzen kommen 
aber, da sie nur in auBerordentlich geringer Menge im Blute vorhanden 
sind, als Fehlerquelle nicht in Betracht; jedenfalls haben wir in vielen 
Versuchen mit Blut, in denen wir vor dem Erhitzen im Wasserbad 
Veratrol zusetzten, nie eine Farbreaktion beobachtet. 


Vergleich unserer kolorimetrischen Methode mit gravimetrischen und 
titrimetrischen Methoden. 


Kolorimetrische Methoden werden im allgemeinen vom Chemiker 
nicht gern angewandt ; man wirft ihnen geringe Genauigkeit im Vergleich 
zur titrimetrischen und gravimetrischen vor. Fiir den Fall unserer 
Milchsiurebestimmung trifft jedoch dieser Vorwurf keineswegs zu. 
Im Gegenteil, unsere Methode ist, obgleich sie mit viel geringeren 
Materialmengen arbeitet (durchschnittlich 0,005 mg!), zweifellos be- 


1) Die tatsachlich in 0,5 cem eiweiB- und zuckerfreier Blutfliissigkeit 
zur Bestimmung gelangende Milchséiuremenge betragt dann 00,0025 mg! 
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deutend exakter als die bisher bekannten Bestimmungsmethoden auf 
gravimetrischer und titrimetrischer Grundlage. Das ist besonders in 
folgendem begriindet: 

Bei den besten alten Methoden — der Clausenschen und ihren 
Modifikationen — bedeutet die quantitative Uberfiihrung cer Milch- 
siure in Aldehyd und der Trennungsgang des Aldehyds eine ganz er- 
hebliche Fehlerquelle. Nach Hirsch-Kauffmann lassen sich Fehler bis 
zu 10 Proz. selbst dann nicht sicher ausschalten, wenn Milchsaure- 
mengen von 3 bis 4 mg (optimale Bedingung!) zur Bestimmung ge- 
langen. Bei unserer Methode kommt diese Fehlerquelle iiberhaupt 
nicht in Betracht. Denn eine Isolierung des Aldehyds ist nicht er- 
forderlich, und es ist gleichgiiltig, ob die Uherfiihrung der Milchsiure 
in Aldehyd wirklich quantitativ erfolgt. Bei unserem Verfahren kommt 
es ausschlieBlich darauf an, daB die Farbintensitdt, die nach Behandlung 
der Milchsiure mit heiBer konzentrierter Schwefelsiure und nach 
Veratrolzusatz entsteht, stets genau proportional der Milchsduremenge ist. 
Das ist, wie die Erfahrung zeigt, tatsichlich der Fall. Fehler kommen 
aber bei der Farbbildung aus der Milchsiure — sorgfiltiges Arbeiten 
und einwandfreie Reagenzien') vorausgesetzt so gut wie gar nicht 
in Betracht. 

Man kénnte einwenden, da die Nichtisolierung der Milchsiure 
bzw. des Acetaldehyds, die wir als Vorteil unserer Methode gegeniiber 
den anderen bezeichnet haben, eine Fehlerquelle bedeute, indem etwa 
auBer Milchsiure auch andere Stoffe eine Farbbildung herbeifiihren 
kénnten. Das trifft aber nicht zu; denn — wie wir bereits oben fest- 
gestellt haben — gibt keine der im Blute vorkommenden Substanzen 
(von den Kohlenhydraten, die ja entfernt werden, abgesehen) die 
gleiche Reaktion wie die Milchsaure. 

Vor aliem méchten wir betonen, daB auch die Acetonkérper unsere 
Reaktion in keiner Weise stéren, daB also die Methode auch bei 
diabetischen und anderen Acidosen ohne weiteres anwendbar ist, im 
Gegensatz zur Clausenschen Methode und ihren Modifikationen. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine kolorimetrische Mikromethode zur quantitativen 
Bestimmung der Milchsiure beschrieben, die in 1 cem Blut in 1! Stunde 
durchgefiihrt werden kann. 

Die Methode erscheint auch zum Gebrauch im klinischen Betrieb 
geeignet, da sie es erméglicht, die Milchsiure in geringer Blutmenge 
schnell und genau ohne besondere Ubung und ohne komplizierte 
Apparatur zu bestimmen. 


1) Vor allem ist darauf zu achten, da® die Schwefelsiure einwandfrei 


ist (s. oben). 
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Chemische Alternsuntersuchungen. 
Von 


Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Géttingen.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das Alternsproblem ist bisher mit chemischen Methoden fast gar 
nicht untersucht worden. Bekannt ist die Zunahme des Cholesterins 
und die Kalkanreicherung im Alter, iiber den Lebensablauf sich er- 
streckende vergleichende Bestimmungen an verschiedenen Tierarten 
liegen meines Wissens auch hier nicht vor. In héherem MaBe Gegenstand 
der Untersuchung und der theoretischen Betrachtung ist der Kolloid- 
zustand der Plasmakolloide und seine Veranderung mit dem fort- 
schreitenden Leben geworden. Ruzicka") und seine Mitarbeiter, Ro- 
casolano *) haben die Anschauung experimentell zu begriinden gesucht, 
daB der Alternsvorgang eine Verfestigung, ein Altern der Kolloide im 
Sinne der Hysterese sei, zum Teil ein Sol-Geliibergang. 

Eine Untersuchung von ganzen Tieren oder Organen und Geweben 
verschiedener Altersstufen begegnet der Schwierigkeit, daB unsere 
Kenntnisse tiber individuelle Variationen der Analysenwerte dieser 
Objekte noch sehr gering sind, zum Teil solche Analysenwerte iiberhaupt 
nicht vorliegen. Im nachstehenden sind drei Wege eingeschlagen worden, 
um dieser Schwierigkeit méglichst gerecht zu werden: 

1. Es wurde Material méglichst vieler Individuen gleicher Alters- 
stufe vergleichend analysiert; dieser Weg hat den Vorzug, zugleich eine 
erste Orientierung iiber die individuellen Schwankungen zu ergeben, 
den Nachteil der bei begrenzten Arbeitskraften tibergroBen Analysen- 
arbeit, wenn wirklich groBe Zahlen von Individuen erreicht werden 
sollen. 

Unter Mitarbeit des Herrn Dr. Kurd Meyer wurden etwa ein Dutzend 
Lebern und Hirnteile menschlicher Leichen verschiedener Altersstufen 
untersucht. Das Material entstammte dem pathologischen Institut, 


1) Arch. f. mikr. Anat. u. Entw.-Mech. 101, 459 bis 521. 
*) Kolloidchem. Beihefte 19, 441. 
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Leichen, bei denen die betreffenden Organe als normal angesprochen 
worden waren. Leider ist aber das Gehirnmaterial insofern etwas 
problematisch, als was keine ganzen Hemispharen zur Verfiigung gestellt 
wurden ; wir bemiihten uns, stets den gleichen Hirnteil — um den Gyrus 
frontalis inferior — zu verarbeiten, aber das Verhiltnis von grauer und 
weiBer Substanz konnte natiirlich nicht in allen Fallen genau das gleiche 
sein. 


2. Es wurde die Substanz einer Anzahl von Individuen gleicher 
Altersstufe durcheinander gemischt, um die individuellen Schwankungen 
auszugleichen. In dieser Weise wurden sechs Saétze von ganzen Mausen 
im Alter von 0, '%, 1, 3, 8 Monaten und etwa 2 Jahren verarbeitet 


3. Es wurden die Individuen eines Wurfes nach verschieden langen 
Lebensdauern sowie das — alte — Muttertier vergleichend untersucht. 
Mehrere derartige Serien nebeneinander wiirden es zugleich erméglichen. 
iiber das Verhaltnis der individuellen Schwankungen innerhalb einer 
Deszendenz und von Linie zu Linie Aufschlu8 zu gewinnen. Bisher 
wurden Leber, Hirn und Nieren eines etwa zweijahrigen Kaninchen- 
weibchens mit den Organen seiner Jungen eines Wurfes im Alter von 
6 Wochen (3 Stiick) und 6 Monaten (eins) verglichen. Dieses Ver- 
fahren soll in erster Linie weiter fortgesetzt werden. 


Methodik. 


Das zerkleinerte (im Fall der Organe mdéglichst blutfrei gespiilte), nach 
Alkoholbehandlung zur Gewichtskonstanz getrocknete Material wurde 





Leber Nr. 1 2 3 


|7.5Gravid. 8 Gravid.- 


Alter | "Monate Shanta 5 Wochen 


Alkohol-Atherextrakt in Proz. der 
Trockensubstanz ....... 32 — 
Gesamt-N,, extrahiert .. mgimg (135) (127) 
, nicht extrahiert mgimg 110 — 
P,O,;, extrahiert . . . .mgimg — —- 
nicht extrahiert . mgimg 2,16 — 
EEE ee 7,20 6.80 70 
RR tr 4.10 3,20 8.00 
Ges.- Stickstoff der Mono- 
aminosaure . eo a 
Nicht-Amino-N der Mono- 
SS « = ee @ 8 5,20 6,20 8.50 
Ges.- Stickstoff der Diamino- 
siuren + Cystin. .... 31,00 29,00 31,20 
ES Nea a ae x ache 9.70 9.60 12,60 
6s & «8 ace «8's 0,64 0,69 0,70 
Pn 2. eek ; 10,50 7,00 9,10 
eS eee 9,80 11,50 8,80 


58,00 61,00 53,50 


N.-Verteilung im Hydrolysat der 
extrahierten Substanz, Proz. N» = 
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48 Stunden mit Alkohol, 24 Stunden mit Ather im Soxleth extrahiert, der 
Gewichtsverlust bestimmt. AuBerdem wurde bestimmt: 


1. Stickstoff in der a) extrahierten ) 
b) nicht extrahierten | 


Substanz ( Mikrokjeldahl) 


2. P,O,; in der a) extrahierten ) 
b) nicht extrahierten | 


(Molybdat gewogen) 


Substanz 


3. Calcium in der unextrahierten Substanz (oxydimetrisch). 

4. Stickstoffverteilung im Séurehydrolysat der extrahierten Substanz. 
Bausteinanalyse nach van Slyke. 

Die Verteilung des gesamten Stickstoffs auf die van Slykeschen Gruppen 
ist nicht streng korrekt, da ja in der Substanz auch Stickstoff in anderer 
als Aminosdéurenform vorhanden ist; immerhin ist bei dem groBen Uber- 
wiegen des Aminosaurenstickstoffs der Fehler nicht betrachtlich und die 
Methode zu einer ersten Orientierung wohl anwendbar. 

Die Ergebnisse sind nachstehend in Tabellenform wiedergegeben, 
auBerdem sind von den Mause- und Kaninchenuntersuchungen Kurven- 
bilder gezeichnet. Die Kurven sind untereinander nicht direkt ver- 
gleichbar, da die Bedeutung der Ordinateneinheit wechselt, bei den 
gréBeren Werten Milligramme oder Prozente, bei den kleineren die 
Zehntel derselben ist. Die Kurven sind nur auf Neigung und Vorzeichen 
der Ordinatenwerte hin zu betrachten. 

Die Tabellen der menschlichen Organe zeigen, daB in der Tat 
betriachtliche individuelle Schwankungen festzustellen sind, bei den 
Gehirnwerten ist allerdings an die oben gemachte Einschrankung zu 
erinnern. Man kann daher auch nur Tendenzen des Ganges der Werte 








7 8 9 10 : 11 13 


labre = -26 Jahre 32 Jabre 34 Jahre 52 Jahre 61 Jahre 75 Jahre 


othise) 


. 23 
139 


21 9 
7.10 
3,70 
56,00 
3,10 
32,90 
8.70 
0.56 


10.60 
13,00 


25 

132 
2.84 
7,70 


3.60 
60,00 
5,80 


28.60 
12.80 
0.80 
3,40 
11,60 


28 

142 
1,83 
7,90 
4,70 


59,00 
11,60 


28.40 
13,70 
0.90 
6,10 


7,70 
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139 
1,20 
7.00 
4.80 


59,00 


10.40 


26 

138 
1,93 
6,60 
3.80 
59.50 
10,60 
30,50 
13,50 
0.50 
5,60 
10,80 


30 

136 
1,76 
2.05 
7,10 
4.70 


59,30 
6,20 


28,80 
11,90 
O80 
10.60 
550 
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mit dem Alter angeben, solange das Material nicht umfangreicher ist. 
Die Leberwerte zeigen in vielen Fallen eine gewiase Periodik, dergestalt, 
daB die mittleren Jahre ein Hoch oder Tief darstellen. Die prozentischen 
Werte des Alkohol-Ather-Extraktes haben in den mittleren Zeiten die 
niedrigsten Werte, anfangs und dem Ende zu héhere; die Stickstoff- 
werte in der extrahierten Substanz sind in der Mitte am héchsten, 
ebenso die des Gesamtphosphors, wihrend die des Nichtlipoidphosphors 
in der zweiten Lebenshialfte im ganzen héher liegen. Von den prozen- 























8 Monate 
Abb. 1 zu Tabelle I. 


tischen Werten der Stickstoffverteilung hat der Amidstickstoff bis zur 
Mitte steigende, dann fallende Tendenz, von den Melanoidinwerten 
liegen mehr hohe jenseits der Mitte als vor ihr. Die Monoaminosiuren 
haben mehr niedrige Werte in der ersten Lebenshalfte, mehr héhere in 
der zweiten, die Diaminosiuren entsprechend umgekehrt, hier scheint 
aber auch jene Periodik angedeutet zu sein. Die Verteilung auf die 
einzelnen Diaminosauren zu diskutieren, erscheint noch verfriiht, immer- 
nin ist beim Arginin deutlich, daB mehr hohe und die héheren Werte 
in der zweiten Lebenshilfte liegen. Auch die Cystinwerte sind im 
ganzen spaterhin héher. 


An den Gehirnwerten zeigten sich die erwahnte Periodik fiir den 
Alkohol-Atherextrakt, den Gesamtphosphor, die Prozentwerte des 
Ammoniaks, der Diaminosiiuren, des Arginins und Cystins. Einen 
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Vause 


61 Stick 6 Stiick 26Stiick 3 Stuck 4 Stuck 


Alter chcuen 2Wochen 1 Monat 3Monate 8 Monate (), * 


Alkohol-Atherextrakt in Proz. der 
Trockensubstanz ....... 41,05 | 5850 38.20 53,90) 26,10 
P,O;, extrahiert . . . mg img s 7,10 5,60 9.30 4.82 
P,O;, nicht extrahiert mg im g ’ 3,74 4,50 4,90 3,84 
N,, extrahiert . ... mg img , 122,50 120,50 110,00 | 108,00 
N,, nicht extrahiert . mg im g 05.5 8150 9050 79,10 86,50 
Calcium in nicht extrahierter | 
Substanz ..... mgimg . 3,21 4,24 6,26 4.19 


DEES gs" sow 6 8 * : 7,40 7,30 6.20 | 6,90 
PE 6 vw ee a ee 6,50 4.40 3,30 6,30 6,70 
Monoaminoséuren,. ..... 60,40 61,20 53,50 61,00 | 55,80 


Nichtamino-N d. Monoamino- 

WOR nk we eae 0 8 8% 6,90 7,80 6,90 10,80 5,70 
Diaminosaéure + Cystin . . 26,10 26,60 3460 26,80, 29,90 
Arginin. . .. . 1140 960 1410 1200) 13,40 
Cystin 1,40 1,40 1,20 1,30 1,10 
«4 bee 6 oe 8 5,40 4.10 8,40 6,10 9.10 
ois ae oe a 7,90 11.50 10,90 7,00 7,50 


Zahl der Hydrolysen.... . 2 2 3 3 3 


n™ 
. 
4 
vA 
© 
on 
=) 
G 
p. 
Qu 





sinkenden Gang zeigt der Stickstoff der lipoidfreien Substanz, einen 
nach anfanglichem Sinken stationiren der lipoidfreie Phosphor. Im 
iibrigen ist das Material noch zu unzureichend. 


Tabelle III enthalt die Werte der Tieruntersuchungen. 


Der letzte Satz Miuse bestand aus deutlich senilen Tieren, dem 
entspricht der hohe Kalkgehalt; auffallig ist, daB die Greistiere einen 
héheren Gesamtphosphor als lipoidfreien Phosphor haben, im Gegen- 
satz zu allen jiingeren Tieren. Der lipoidfreie Stickstoff fallt nach 
kurzem Anstieg kentinuierlich ab, um in der Senilitat wieder an- 
zusteigen, sonst zeigen die Werte keinen einsinnigen Gang, vielmehr 
deutliche Periodik gleichsinnigen Richtungswechsels der verschiedenen 
Werte, die Kurven veranschaulichen diesen Befund. Im einzelnen 
fallt bei den Dreimonatstieren der hohe Gehalt an Kalk und lipoid- 
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Kaninchen : Mutter und ein Wurf 
1 Junges Mutter 
6 Monate < 2 Jahre 


Hirn Leber Hirn 


51,50 21,30 26,00 56,40 33,00 
151 2,15 1,44 185 110 2. 2: 156 
3,72 3,35 2.67 3,41 2,53 46 247 
146,0 136,00 141,00 143,00 135,00 132,50 137,00 140,00 
85,00 121,50 120.00 80.00 107,50 105,50 70.50 103,50 


_ ~- 2.86 — 3,74 -—- 
9,10 7,50 6,40 57 6,50 6.90 640 
6,20 5,20 4,20 ’ 5,50 6,10 3,70 

57,00 59,80 56,60 58: 60,70 56,40 57,80 61,20 


13,40 3.00 10,50 750 21,30 13,60 
27,70 32,70 27,40 30,80 27,30 28,80 
12,30 11.50 10.80 11,30 12.30 13,20 
— 0,80 _ 1,10 ones ‘sd 

10,40 16,70 10.00 15,40 14,00 11.60 
4,70 3.40 6.20 2.90 0.80 3.70 
I 2 I 2 l I 


freiem Phosphor auf, wohl eine Folge der Skelettentwickling. Auf- 
fallig sind die groBen Schwankungen im Alkohol-Atherextrakt bei den 
gleichmaBig — mit Milch und Weizen — ernahrten Tieren. Die Tiere 
des mittleren Alters — 8 Monate — geben besonders niedrige Werte 
der Stickstoff-, Phosphor- und Calciumbestimmungen. Auch die prozen- 
tischen Stickstoffverteilungswerte ergeben zum Teil die Periodik, weiter 
ist zu erkennen: héhere Werte der Jungtiere geben Ammoniak, Cystin, 
Lysin, niedrigere Arginin und Histidin. 

Von den Kaninchenuntersuchungen sind besonders die Gehirn- 
werte beachtenswert, steigend sind: Alkohol-Atheranteil, lipoidfreier 
Phosphor, Melanoidine, Tryptophan-Prolingruppe, Arginin; fallend 
beide Stickstoffwerte, der Gesamtstickstoff stirker als der lipoidfreie, 
Ammoniak, Lysin; die iibrigen Werte bleiben ziemlich gleich. Hier 
ist also eine kontinuierliche Verschiebung in der Zusammensetzung zu 
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erkennen, vor Beginn des eigentlichen Greisenalters. Solche aus- 
ausgesprochene Kontinuitaét findet sich in den Leber- und MNieren- 
werten nur vereinzelt, so im Kalkgehalt 
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Abb. 3 zu Tabelle Ill. 


Abb. 2 zu Tabelle II. 


anteil der Leber, im Alkohol-Atheranteil der Niere. Im _ iibrigen 
zeigt sich hier wieder der Richtungswechsel, wie ihn das Kurven- 
bild verdeutlicht. 














Radiometrische Mikroanalyse. 


Von 
Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Géttingen.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im nachfolgenden werden die Prinzipien und ersten Anwendungen 
einer mikroanalytischen Methode dargelegt, die auf Grund der von 
F. Paneth und G. v. Hevesy') inaugurierten Verwendung radioaktiver 
Indikatoren entwickelt worden ist. Als ,,.Indikator* bezeichnet Paneth 2) 
das radioaktive Isotop eines Elementes, das, da es sich nach Mischen 
mit der stabilen Form des betreffenden Elementes in konstantem Ver- 
haltnis zu derselben erhalt, unbeeinfluBt durch alle chemischen Opera- 
tionen, die chemischen und physikalischen Eigenschaften des Elementes 
in Fallen zu ermitteln gestattet, wo die Empfindlichkeit der gewéhnlichen 
Methoden nicht ausreicht. Ein Beispiel ist die Feststellung der Lés- 
lichkeit des auBerst schwer lislichen Bleichromats an dem Ubergang 
eines vor der Fallung zugefiigten radioaktiven Bleiisotops, des Tho- 
rium B, in den wiisserigen Auszug des Niederschlages. Ein anderes ist 
der Existenznachweis des gasférmigen Wismut- und Bleiwasserstoffs 
vermittelst der entsprechenden Isotope: Thorium C bzw. B. Unter 
biologischer Problemstellung ist die Indikatorenmethode von Hevesy, 
Behrens u. a. zur Ermittlung der Verteilung von Wismut und Bleisalzen 
im pflanzlichen und tierischen Organismus angewandt worden. Sollte 
die Methode fiir biologische Zwecke allgemeinerer Anwendbarkeit zu- 
gefiihrt werden, so muBte nicht nur — um eine Formulierung von Hevesy 
und Paneth zu variieren — das radioaktive Isotop aus dem Objekt zum 
Mittel der Untersuchung werden, sondern das Plejadenelement tiber- 
haupt. Es ergibt sich eine Mikroanalyse, in welcher das stabile Element 
der Plejade — etwa das Blei — das Reagens auf das biologisch in- 
teressierende Ion, das aktive tsotop den Indikator fiir das Reagens 
darstellt. 


1) v. Hevesy und Paneth, Lehrb. d. Radioaktivitat, S. 105. 
*) Zeitschr. f. angew. Chem. 35, 549, 1922. 
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Auf vier verschiedenen Wegen ist in der vorliegenden Untersuchung 
der Anfang zu einer Entwicklung dieser Mikroanalyse gemacht worden. 
1. Zugrunde liegt eine zuerst von Fajans und Beer ermittelte, von 
Paneth vertiefte Regel, wonach ein Radioelement in auBerster Ver- 
dimnung von einem fallenden Niederschlag mitgefallt bzw. von der 
kristallinisch eingetragenen Substanz adsorbiert wird, wenn das Radio- 
element (bzw. das Element der Plejade) mit dem Anion des Nieder- 
schlages ein schwerlésliches Salz bilden wiirde, sofern es in wagbaren 
Mengen in der Lésung wire. Dieser Weg erwies sich als gangbar bei der 
Bestimmung des Calciums als Oxalates mit dem Thorium B, einem 
Isotop der Bleiplejade, als Indikator, Bleioxalat ist etwa von der 
gleichen Léslichkeit wie Calciumoxalat. Die Befiirchtung, daB schon die 
geringsten ausfallenden Calciumoxalatmengen das gesamte Thorium B 
der Lésung entziehen wiirden, erwies sich als unbegriindet, als giinstig 
ergab sich aber ein Zusatz von stabilem Blei in der Form des Nitrats 
und einer Konzentration, die unterhalb der Léslichkeit des Bleioxalats 
blieb, zumeist m/10°. Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit dieser 
Methode ist eine hinreichende Schwerléslichkeit des Salzes aus dem 
Plejadenelement — in allen bisherigen Versuchen: Blei — und dem 
Anion der betreffenden Fiallungsreaktion, wobei das Kation oder das 
Anion Gegenstand der Bestimmung sein kann. Entsprechend der 
relativ groBen Léslichkeit des Bleichlorids erwies sich die Ubertragung 
auf die Silberchloridreaktion bisher nicht angingig, doch ist der negative 
Entscheid noch nicht endgiiltig, es sollen noch Versuche zur Beeinflussung 
der Léslichkeit des Bleichlorids angeschlossen werden. 
2. Das zu bestimmende Kation und das Blei fallen mit dem Anion, 
das Blei — mit dem aktiven Thorium B — ist in zur Fillung aus- 
reichender Konzentration zugegen. Die Konzentrationen von Blei und 
dem fiallenden Anion werden konstant gehalten, mit wechselnden 
Mengen des fraglichen Kations aindert sich der Bleigehalt des Nieder- 
schlages und damit die in der Lésung verbieibende Aktivitét. Dieses 
ferfahren ist in einigen Versuchen ebenfalls mit Calcium prinzipiell 
brauchbar befunden, ob es vor dem ersten Vorziige hat, steht noch dahin. 
3. Es ist ein Anion zu bestimmen, das ein schwerlésliches Bleisalz 
gibt. Die Bleikonzentration wird als gerade zur Fallung hinreichend 
gewahlt, ebenso wird die Anionenkonzentration durch Zufiigung einer 
bestimmten Menge erst iiber die lésliche des Bleisalzes gebracht. Die 
zu analysierende Menge kann dann so niedrig gehalten werden, dab 
kein anderes, etwa vorhandenes oder mit dem Blei oder dem zugesetzten 
Anion entstehendes Salz iiber die Léslichkeitskonzentration gelangt, 
alle Differenzierungsoperationen kénnen fortfallen. Die Volumina 
werden méglichst klein gewihlt, um den KonzentrationseinfluB der 
minimen Mengen zu erhéhen und zugleich die Relation Thorium B: 
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Blei zugunsten des ersteren zu verschieben, wodurch natiirlich die 
Empfindlichkeit erhéht wird. 

Dieses Verfahren ist fiir Phosphat- und Sulfatnachweis brauchbar 
erwiesen, die Empfindlichkeit ist durch Verkleinerung der Apparatur 
iiber die in den bisherigen Versuchen erreichte — 10~* mg — noch zu 
steigern. In gleicher Anordnung ist das Verfahren zur Ammoniak- 
bestimmung brauchbar befunden, da die Léslichkeit des Bleihydroxyds 
hinreichend gering ist. Es soll darauf zunichst eine gegeniiber dem 
bisherigen Mikrokjeldah] um einige Zehnerpotenzen niedrigere Mikro- 
stickstoffbestimmung gegriindet werden. Natiirlich l4Bt sich daraus 
auch eine allgemeine Mikrotitration der Saiuren und Basen entwickeln. 

4. Das Blei wird als gesattigte Lésung des zu bestimmenden Anions 
mit dem Thorium B versetzt, die zu bestimmende Substanz wird zu- 
sitzlich einer bestimmten Menge eines Salzes vom gleichen Anion in 
einem kleinen Volumen der Blei-Thorium B-Lésung gelést: infolge 
Uberschreitung des Léslichkeitsproduktes fallt’ ein entsprechender 
Anteil des Bleisalzes — gemessen wiederum an der Aktivitaétsabnahme 
der Lésung — aus. Diese Methode ist am Falle des Chlorids als grund- 
sitzlich brauchbar aber in diesem Falle noch nicht sehr empfindlich 
befunden, die Léslichkeit des Bleichlorids ist so groB, daB die Relation 
fiir das Thorium B zu ungiinstig ist. Verbessert kann die Relation 
werden, wenn vor Zusatz des aktiven [sotops die Hauptmasse des Blei- 
chlorids durch Salzsiure oder Kochsalz ausgefallt wird, aber dann ist 
die spitere Steigerung der Chlorionenkonzentration durch die Anal ysen- 
substanz relativ gering. Ein definitives Urteil iiber dieses Verfahren ist 
noch nicht zu geben. 

Die allgemeine Voraussetzung fiir alle beschriebenen Unterarten 
der Methode ist das Auftreten eines abzentrifugierbaren Niederschlages, 
der aber, wie sich gezeigt hat, unterhalb der Menge des Sichtbaren 
bleiben kann. Gemeinsam ist ferner das Vermeiden jeglichen Um- 
fiillens, Filtrierens, Auswaschens usw., die Methode wird dadurch ein- 
facher als die gebriuchlichen Analysen und Mikroanalysen. Kom- 
pliziert diesen gegeniiber wird sie einstweilen noch durch die Not- 
wendigkeit, gleichzeitig mit jeder Analysenserie eine Eichungsreihe 
aufzunehmen oder doch einige Punkte der Kurve festzulegen. Steht 
einem das Thorium B in geniigender Menge zur Verfiigung, so ist diese 
Notwendigkeit nicht als irgendwie beachtlicher Nachteil zu bezeichnen, 
da man in ein und dieselbe Eichungsreihe beliebig viele Unbekannt- 
bestimmungen hineinnehmen kann. 


Benétigt wird ein /#-Elektroskop') mit Fernrohrablesung und ein 
Quantum Radiothor als Quelle des Thorium B, die Gesamtkosten der 


1) v. Hevesy und Paneth, Lehrb. d. Radioaktivitat, S. 11. 
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Spezialeinrichtung sind mit 500 Mark zu decken. Den Hauptposten stellt 
das Radiothor dar, und natiirlich ist es angenehm, bei gréBerer Zahl der 
taglichen Analysen notwendig, ein gréBeres Quantum davon zu haben. 
Immerhin ist es eines der billigsten Radiumpraparate und liefert jahrelang 
ohne praktisch merkbare Abnahme das benétigte Quantum Thorium B. 
Dieses ist die zweite Zerfallssubstanz der Thoriumemanation (die erste 
ist als auBerst kurzlebig in den Thorium B-Lésungen nicht vorhanden), 
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es zerfaillt mit einer Halbwertszeit von 10,6 Stunden zu Thorium C 
(Wismutisotop), das mit 63 Minuten Halbwertszeit abfallt. Nach bekannten 
Gesetzen stellt sich einige Stunden nach Ansetzen der Thorium B-Lésung 
das radioaktive Gleichgewicht her, fortan ist die Strahlungsintensitaét des 
kurzlebigen Thorium C ein Ma6 des noch vorhandenen B. Im iibrigen sei 
beziiglich der Zerfallstheorie, der MeBmethoden und der —- duBerst einfachen 

Gewinnung des Thorium B auf die Lehrbiicher der Radioaktivitat, 
besonders das von v. Hevesy und Paneth, verwiesen. Mir standen bisher 
3 mg-Radiumaquivalent Radiothor (geliefert von der Auergesellschaft in 
Berlin) zur Verfiigung, die, feucht gehalten, geniigend Emanation lieferten, 
um morgens und abends einem negativ geladenen (110 Volt) Platinblech 
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so viel aktiven Niederschlag mitgeteilt zu haben, daB je eine Bestimmungs- 
reihe von 14 Bestimmungen ausgefiihrt werden konnte. 

Das beladene Platinblech kommt in eine Bleinitratlésung von der bei 
Verfahren 1 bis 4 angegebenen jeweiligen Konzentration, der 1 Tropfen 
konzentrierter Salzsiure zugesetzt ist. Nach einigen Minuten wird das 
Platinblech gegen ein blankes Nickelblech ausgetauscht, auf dem sich das 


| 
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Abb. ?. 
Thorium C der Regel der Spannungsreihe gemaéb niederschlagt, 


B bleibt mit dem Blei in Lésung; das Nickelblech bleibt bis zum Gebrauch 
der Lésung darin. 

Die Veraschung der geringfiigigen Mengen, die zur Untersuchung 
benétigt werden, kann mit einigen Tropfen Sauregemisch oder Salpeter- 
siure allein gleich in dem Zentrifugenglischen vorgenommen werden. 
Besser ist es, um mehrere Parallelbestimmungen ansetzen zu kénnen, man 
lést das Veraschungsprodukt in Wasser, fiillt im kleinen MeBkolben auf, 
pipettiert gleiche Volumina in die Zentrifugenréhrehen und trocknet ein. 
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Es folgt der Zusatz gleicher Mengen der Standardlésungen, z. B. m 1000 
oder m/10000 CaCl,, m/1500 Alkaliphosphat, m/100 Ammoniak, und _ je 
nach dem angewandten Verfahren erneute Eintrocknung oder Auffiillung 
auf ein bestimmtes Volumen mit Wasser. Dann wird ein Volumen der 
aktiven Bleinitratlésung zugesetzt, die zuvor, wenn erforderlich, mit 
Ammoniak auf Neutralitat oder schwache Alkalinitat gebracht worden ist. 
Es hat sich gezeigt, daB die Reaktion von erheblichem Einflu8 auf Ausmat 
und Gang der Aktivitaétsabnahme bei den verschiedenen Niederschlags 
mengen ist, zumal bei Verfahren | mit Calciumoxalat, 2 ebenda und 3 Blei 
phosphat. Dieser EinfluB muB noch genauer untersucht werden, es lalbt 
sich wahrscheinlich mit seiner Hilfe eine Variation der Methode fiir ver- 
schiedene Mengenbereiche der analysierten Substanzen gewinnen. Jetzt 
erfolgt die Einstellung so, daB bei der 10-®mol. Bleinitratlésung, mit 
Ammoniak (1 bis 2 Tropfen) gegen Phenolphthalein alkalisch gemacht, 
mit n/10 HNO, eben vollig entfarbt wird; die 10-3 mol. Lésung wird mit 
Ammoniak getriibt, mit n/10 H NO, geklirt. Die leichten, nicht konstanten 
Volumenadnderungen bedingen eine entsprechende Verschiedenheit de1 
Eichungskurven, die belanglos ist, da ja jedesmal die Kurve festgelegt wird, 
die weitere Ausarbeitung der Methode unter Verwendung chemisch nicht 
mit reagierender Puffer soll diesen Mangel beseitigen. 


Bei Verfahren 1 sind die Einfliisse der Bedingungen, unter denen die 
Fallung geschieht, gréBer als bei 3, wie zu erwarten, wenn es sich um einen 
unter den Begriff der Adsorption gehérigen Vorgang handelt. In sehr zahl- 
reichen Versuchsreihen mit der Calciumoxalatfaillung ergaben sich zwa1 
stets Kurven, die dem Gang der Calciumwerte folgten, aber sie waren unte: 
sich verschieden, berechnet auf prozentische Abnahme der Aktivitat. 
Giinstig im Sinne der GréBe und Konstanz der relativen Unterschiede 


erwiesen sich Bedingungen, bei denen die Niederschlagsbildung langsame: 
erfolgte, niedrige Temperatur (Eis) und Verdiinnung auch des Ammon 
oxalats, geringe Alkalinitat. 

Nachdem der Niederschlag sich abgesetzt hat, wird scharf zentrifugiert, 
ein hinreichendes Volumen der iiberstehenden Lésung nach dem von Crame) 
und Tisdall hierzu benutzten Spritzflaschenprinzip in ein kleines Reagenz- 
glas abgedriickt, daraus ein jeweils méglichst groBes, natiirlich fiir alle 
Versuche einer Reihe gleiches Volumen auf ein Uhrschalchen pipettiert 
und auf dem Wasserbade eingedampft. DaB alle GefiBe, Pipetten usw. 
sauber und trocken sein miissen, versteht sich von selbst. Da die Aktivitat 
in einem bestimmten Volumen ermittelt wird, sind Volumfehler die nachst - 
liegenden ; auBerdem spielt in den an stabilem Blei sehr verdiinnten Lésungen 
der Aktivitaétsverlust durch Adsorption an das Glas eine Rolle, sie tritt 
zuriick, wenn alle Manipulationen in allen Versuchen einer Reihe gleich- 
zeitig vorgenommen werden. Nachdem das radioaktive Gleichgewicht 
zwischen Thorium B und C erreicht ist (etwa 6 Stunden nach Abtrennung 
von dem Niederschlag), wird im Elektroskop (verwendet wurde ein von 
Otto Hahn angegebenes Modell) die Abfallszeit des Blattchens iiber die 
gleiche Strecke der Skala fiir jedes Uhrschalchen mit der Stoppuhr be- 
stimmt, die Aktivitaét — z. B. als Teilstriche pro 10 Sekunden —- unter 
Beriicksichtigung der Lebensdauer des Thorium B (Tabelle) auf die Aktivitat 
des ersten Versuches (Zeit ,,¢°*‘) bezogen —- berechnet, sodann die Aktivitaten 
auf Promille der Aktivitaét der Kontrolle (gleiches Volumen, keine Aus- 
fallung) umgerechnet. 

Die Kurven sind in dieser Weise erhalten. 


‘ ‘ 
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Zu den Kurven. Die Einheit der Abszisse ist fiir alle Kurven ',,.' mg 
mit Ausnahme von Ca IV und P,, hier ist sie *’,.> mg; die Ordinateneinheit 
ist ein Tausendstel Aktivitat. 

Ca-Kurven I, II, III entsprechen Versuchsreihen, in denen die Fallung 
in 10cem vorgenommen wurde, wovon l ccm aktivierte Bleinitratlésung 
m/10°, | cem gesattigte Ammonoxalatlésung. I und III hatten Eisschrank- 
temperatur, II 37°, Zeit von Fallungszusatz des Oxalats bis Zentrifugierung 
etwa 1 Stunde, Reaktionsgleichheit nicht scharf. Es wurden je 5ccem zur 
Aktivitatsbestimmung eingedampft, die Kontrollaktivitat zu Beginn der 
Ablesung war 2,060 bzw. 1,865 bzw. 2,488 (Doppelbestimmungen) Skalen- 


‘ 
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Abb. 3. 


teile in 10 Sekunden. Versuch Kurve IV: Fallung in 2,5 cem, wovon 1 cem 
aktiviertes Pb(NO,), und 0,5cem Ammonoxalat gesittigt, bei Zimmer- 
temperatur 3 Stunden, | ccm eingedampft, Kontrollaktivitat 2,912. 

Versuch V (Verfahren 2): Steigende Volumina (entsprechend den 
Ca-Werten der Kurve) von m/100 bzw. m/1000 CaCl, eingetrocknet, dazu 
0,5cem aktivierte m/1000 Bleinitratlésung und lcem m/1000 Ammon- 
oxalat, 1% Stunde bei Zimmertemperatur, eingedampft 0,8 ccm, Kontroll- 
aktivitit 2,105, Aktivitat ohne CaCl, (Fallung besteht nur aus Bleioxalat) 
0,452, Aktivitaét bei gleichem Gehalt an Pb und Ca ebenfalls 0,452. 

Phosphatkurven: Gleiche Teile von Na, H PO, und KH, PQ,, Versuch | 
und 3 Fallung in 3ccm, wovon | ccm aktiviertes m/1000 Bleinitrat, Versuch 2 
in 5 cem (1 ccm Bleinitrat) erstere 2 cem eingedampft, letzterer 4, Kontroll- 
aktivitaten 1, 2, 3: 3,940, 1,940, 5,025. 

Versuch 4: Phosphat eingetrocknet, dazu 1 cem aktiviertes Bleinitrat, 
0,5cem eingedampft, Kontrollaktivitat 3,050. 

Ammoniakkurve: Fallung in 1,2 ecem, wovon | ccm aktiviertes m/1000 
Bleinitrat, 0,5 ccm eingedampft, Kontrollaktivitat 2,590. 
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Sulfatkurve: Natriumsulfat eingetrocknet, 1 cem aktiviertes m/1000 
Bleinitrat, 0,5 ccm eingedampft, Kontrollaktivitat 6,305. 

In den Kontrollbestimmungen nach Verfahren 1 (Oxalat) war die gleich« 
Menge Ammonoxalat wie zu den calciumhaltigen Proben zugesetzt, um 
gleiche Strahlungsabsorption zu erhalten. 


Anhang. 


Tabelle zur Umrechnung der gemessenen Aktivitét zur Zeit ,,t° auf die 
Aktivitat zur Zeit ,,(°* nach der Formel: log Akt.» = log Akt. + P. 











h m P h m P h m P 

0 0 0.0000 4 0 0.1136 s 0 0.2272 
10 0.0047 10 0.1183 10 0.2319 
20 0.0095 20 0.1231 20 0.2367 
30 0.0142 30 0.1278 30 0.2414 
40 0.0189 40 0.1325 40 0.2461 
5O 0.0237 50 0.1373 50 0.2509 

| 0 0.0284 5 0 0.1420 9 0 0.2556 
10 0.0331 10 0.1467 10 0.2603 
20 0.0379 20 O1515 20 0.2651 
30 0,0426 30 0.1562 30 0.2698 
40 0.0473 40 0.1609 40 0.2745 
50 0.0521 MO 0.1657 50 0.2793 

2 0 0.0568 6 0 0.1704 10 0 0.2840 
10 0.0615 10 O75! 10 0.2887 
20 0,0663 20 0,1798 20 0.2935 
30 0.0710 30 0.1846 30 0.2982 
40 0.0757 40 0.1893 40 0.3029 
5O 0.0805 SO 0.1941 50 0.3077 

3 0 0.0852 7 0 0.1988 11 0 0.3124 
10 0.0899 10 0.2035 10 O3171 
20 0.0947 20 0.2083 20 0.3218 
30 0.0994 30 0.2130 30 0.3266 
40 0.1041 40 0.2177 40 0.3313 
5O 0, 1088 BO 0),2225 50 03361 
Min.: l l 3 4 5 6 7 8 9 
tr ie, ae 19 24 28 33 38 43 


Thorium B im radioaktiven Gleichgewicht mit Thorium C. 




















Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz. 


X. Mitteilung: 
Beitriige zur Frage der Glykolyse. 


Von 
Theodor Brugsch und Hans Horsters. 


(Aus der IT. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Auqust 1925.) 


Es war uns alsersten gelungen[vgl. Mitteilung VITI')|nachzuweisen, 
daB das Insulin den Charakter des Coferments der Phosphatese trigt 
und damit dieselbe Stellung im tierischen Kohlenhydratstoffwechsel 
einnimmt, wie das Coferment der Hefe. DaB das Insulin indessen nicht 
identisch mit dem Coferment der Hefe ist, dariiber haben uns schon 
Beobachtungen von v. Euler und Myrbdck, Fiirth wnd Abderhalden 
aufgeklart. Jiimgst hat nun A. Virtanen*) zeigen kénnen, daB die 
bakterielle Milchsiuregarung, die von typischen Milchsaurebakterien 
hervorgerufen wird, auch unter Bildung von Hexosephosphat verlauft, 
und daB dabei die Veresterung des Zuckers von der Anwesenheit eines 
Coferments oder Cozymase abhangig ist. Die Cozymase der Milchsaure- 
bakterien kann dabei, ebensogut wie das Coferment der Muskeln, die 
Cozymase der Hefe bei der alkoholischen Garung ersetzen. Wahrend 
aber, wie schon gesagt, das Insulin die Cozymase der alkoholischen 
Hefegirung nicht ersetzen kann, konnte Virtanen*) die auBerordentlich 
bedeutungsvolle Beobachtung machen, daB das Insulin ein cozymase- 
freies Trockenpriparat von einem typischen Milchsiurebakterium, 
dem Bakterium casei ¢, stark aktiviert, mithin als Cozymase wirksam 
ist. Virtanen kommt daher seinerseits zu dem gleichen SchluB, den wir 


1) Diese Zeitschr. 155, Hi5 6. 
2) H. 1388, 136, 1924; 148, 71, 1925. 
%) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Jahrg. 58, Heft 4. 





——e = 


ss 











192 Th. Brugsch u. H. Horsters: 


mit Evidenz aus unserer achten Mitteilung gezogen hatten, daB das 
Insulin den Zuckerabbau im Organismus férdert, indem es die 
Zymophosphatbilduny aktiviert. 

Aus den Erfahrungen von Virtanen heraus haben wir uns nunmehr 
die Frage vorlegen miissen, ob nicht etwa in Leber und Muskulatur 
des tierischen Organismus die Prozesse der Milchsaéurebildung analog 
der Harden und Youngschen Hefegirungsformel so verlaufen, daB 


2 C,H,.0, + 2H, PO, = 2. C,H,O, + O,H,,0,(H,PO,), + 2 H,O 


sind, d. h. daB anoxybiotisch die Glucose auch im tierischen Organismus 
durch den Zymasekomplex mit Hilfe der Phosphatese und dem Co- 
enzym in Milechsiure und Hexosediphosphat zerlegt wird. Wir haben 
deshalb ausgedehnte Versuche iiber die Glykolyse am Muskel und 
an der Leber angestellt und zwar sowohl an den frischen wie ge- 
trockneten Organen, da v. Euler, Myrbdck und Karlsson) in jiingster 
Zeit am Trockenmuskelpriparat eine, wenn auch geringfiigige, Zer- 
legung von Kohlenhydraten aufzeigen konnten. Uber die Glykolyse 
der frischen Muskulatur werden wir in der Mitteilung XVI be- 
richten, hier legen wir unsere Resultate nieder, die wir mit den 
Glykolyseversuchen an der getrockneten Muskulatur erzielt haben. 
Wir verwandten zur Darstellung des Trockenpriparats die v. Euler- 
sche Methode: das Kaninchen wird entblutet, die Haut abgezogen 
und die inneren Organe entnommen. Mit einer Schere wird sofort 
Bein- und Riickenmuskulatur abgeschnitten, durch eine eisgekiihlte 
Fleischhackmaschine getrieben und mit 2 Litern 96 proz. gut ge- 
kiihlten Alkohols durchgeriihrt. Nach etwa 5 Minuten wird die 
Hauptmenge des Alkohols ausgepreBt und das Fleisch mit 1 Liter 
Alkohol verriihrt. Nach etwa 10 Minuten saugt man diesen zweiten 
Alkoholzusatz ab, knetet den Muskelbrei zweimal mit je 500 cem Ather 
im einer Schale und saugt den Ather scharf ab. Das Praparat wird 
an der Luft auf Filtrierpapier getrocknet. Ahnlich wurde von uns 
auch ein Lebertrockenpraparat hergestellt. 

Die Methodik der Analytik war: Zuckerbestimmung nach Folin- Wu, 
Phosphorsaurebestimmung nach Embden, EnteiweiBung nach Schenk, 
Milchsiurebestimmung nach Clausen- Meyerhof. 

yanz allgemein mag hinsichtlich unserer Erfahrungen an den 
Trockenpriparaten gesagt sein, daB die angesetzten Suspensionen 
trotz eines Zusatzes von 114 cem Toluol zu 100 cem sich mit GewiBheit 
nicht linger als etwa 3 bis 5 Stunden steril hielten, und daB schon 
nach 24 Stunden in vielen Proben grob nachweisbar alkoholische 
oder Milchsiuregirung anzutreffen war. 


') H. 148, H. 4 bis 6, 1925. 
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Versuch 1. 


5g Trockenmuskel + 100mg Glucose + 65cem Iproz. Phosphat- 
lésung (py = 6,3). Bei 40°C unter Toluol wiedergefunden 





nach 1Stunde. ...... . . 82mg Glucose 
ao SUR ose Se a ow Pe o 
i o” t,t oe iw ele = 


Resultat: Keine Glykolyse. 


Versuch 2. 


5 g Trockenmuskel + 65ccm 1 proz. Phosphatlésung (py = 6,3) 
100 mg Glucose. Toluolzusatz. Bei 40°C. Wiedergefunden 
nach 3Stunden ........ 90mg 
oe * 5 eae ain oe, ee 


Resulat: Anscheinend Glykolyse. 


Versuch | und 2 waren Parallelversuche; da Versuch | absolut negativ 
verlief, ist hier mit der Médglichkeit einer Infektion zu rechnen bzw. die 
Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, daB sich die Glucose zwischen 
der freien Fliissigkeit und dem Trockenmuskel am Boden des Glases 
nicht gleichmaéBig verteilt hat. 


Versuch 3 


(am Trockenmuskel, der 4 Stunden mit destilliertem Wasser zuvor ge- 
waschen war). 


5g gewaschener Trockenmuskel + 65ccm Iproz. Phosphatlésung 
(Py = 6,3) + 100mg Glucose. Wiedergefunden 





Glucose Milchsaure 
mg mg 
Nach 1 Stunde .... M4 46 
, oe@eundem.... 82 
-, Fa owas 72 11,1 


Resultat: Hier ist eine Glykolyse geringen AusmaBes zu verzeichnen, 
jedoch die Méglichkeit einer Infektion nicht ausschlieBbar, da die Glykolyse 
erst nach der dritten Stunde merklich einsetzt. 


Versuch 4. 
5g Trockenmuskel (der zuvor 4 Stunden gewaschen war) + 65 ccm 
lproz. Phosphatlésung (py, = 6,3) + 100mg Glucose + 20 Einheiten 
Insulin (Trockenpraparat). Bei 40°C. Toluolzusatz. Wiedergefunden: 





Glucose Milchsaure 
mag mg 
Nach 1 Stunde .... 74 45 
» SS8tundem.... 74 — 
rl 6 " a 67 91 
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Resultat: Eine minimale Glykolyse ist nachweisbar, indessen die 
Tatsache, daB die Glykolyse erst nach der dritten Stunde beginnt, labt 
auch hier die Méglichkeit einer Infektion der Probe nicht von der Hand 
weisen. 


Versuch 5. 


5g Trockenmuskel, der zuvor 4 Stunden ausgewaschen worden war, 
+ 100ccm Iproz. Phosphat (py, = 6,3) + 100mg Glucose. Toluolzusatz 
+ 20 Einheiten Insulin. Wiedergefunden: 





Glucose Milchsaure 
mg me 


FS ee Aes - 87 
Nach 5 Stunden... . 90 
» 24 . oe Es 79 


Resultat: Bis zu 5 Stunden ist eine Glykolyse abzulehnen. Nach 
24 Stunden ist eine minimale Glykolyse nachweisbar, indessen ist mit der 
Wahrscheinlichkeit der Infektion der Probe zu rechnen. 


Versuch 6. 
5g nicht gewaschener Trockenmuskels + 100cem 1lproz. Phosphat- 
lésung (py = 6,3) + 100mg Glucose. Bei 40°C. Toluolzusatz. Wieder- 
gefunden: 





Glucose Milchsaure 
mg mg 


es «hs a  & 6 82 5 
Nach 5 Stunden... . || 83 — 
» 24 7 — 54 4 


Resultat: Bis zu 5 Stunden ist keine Glykolyse nachweisbar; das Defizit 
von etwa 30mg Glucose nach 24 Stunden war hier durch Infektion mit 
Garungserregern nachweislich zu erklaren. 


Von der Anfiihrung weiterer Versuche an Trockenmuskelauf- 
schwemmungen sehen wir ab; die Erfahrung hat uns gelehrt, daB zwei 
Méglichkeiten zu Tauschungen fiihren, und zwar die ungleiche Ver- 
teilung des Zuckers in dem freien Medium und dem Bodenkérper der 
Muskulatur, die den Zucker adsorbiert, ferner die auch durch Toluol- 
zusatz nicht ganz vermeidbare Infektion mit Garungserregern bzw. 
Milchsiurebakterien. Wir haben mit unseren Versuchen an gewaschenen 
und ungewaschenen Trockenmuskeln nicht den sicheren Beweis erbringen 
kénnen, daB die Trockenmuskulatur noch ein wirksames glykolytisches 
Ferment besitzt. 

Wir haben sodann eine Reihe ahnlicher Versuche an Lebern von 
Hunden duvchgefiihrt, wobei' die Leber nach der v. Eulerschen Vor- 
schrift zum Trockenpraparat verarbeitet wird, teils ohne weitere Vor- 
behandlung, teils nach Waschung mit destilliertem Wasser. 
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Versuch 1. 


5 g Trockenleber, die lebensfrisch erst mit destilliertem Wasser | Stunde 
lang ausgewaschen worden war. 100 ccm 1 proz. Phosphatlésung (p,, = 6,3). 
100 mg Glucose. Toluolzusatz. Bei 40°C. Es wurden wiedergefunden: 





Glucose Milchsaure 
meg 


a > s 87 
Nach 5 Stunden . , 82 
» 24 ds Bina eyod 55 
Resultat: Verschwinden von Zucker, indessen erwies sich die Probe 
mit Géarung-erregern infiziert. 


Versuch 2. 


Parallelversuch, jedoch unter Zusatz von 20 Einheiten Insulin. Es 
wurden wiedergefunden: 





, 


Glucose Milchsaure 
mg 


Sofort... oe 6 & 86 
Nach 5 Stunden .... sv 
— = Ca ee 54 


Resultat: Bis zu 5 Stunden keine Glykolyse; danach Vergarung durch 
(;arungserreger. 
Versuch 3. 
5g ungewaschener Trockenleber + 65ccm Iproz. Phosphatlésung 
(Py 6,3) + 100 mg Glucose. Toluolzusatz. Bei 40°C. Es wurden wieder- 
gefunden: 





Glucose Milchsaure 
mg mg 


Nach 1 Stunde .... 150 
3 Stunden . .% 151 
a ¥ al teak 150 
Resultat: Keine Glykolyse; die Mehrausschiittung von 50 mg Glucose 
ist aus den Glykogenvorraten zu erklaren. 


Versuch 4. 


5g gewaschener Trockenleber + 65ccm Iproz. Phosphatlésung 
(Pq = 6,3) + 100mg Glucose. Bei 40°C. Es wurden wiedergefunden: 





Glucose Milchsaure 
mg mg 


Nach So ee ee 84 
3 Stunden... . 124 
— = . ate (ave 124 


Resultat: Keine Glykolyse, doch gibt die Leber diastatisch noch aus 
Glykogenvorraten Zucker ab. 


13* 
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Versuch 5. 


Parallelversuch zu Versuch 4, jedoch unter Zusatz von 20 Einheiten 
Insulin. Es wurden wiedergefunden: 





Glucose Milchsaure 
mg mg 


Nach 1 Stunde .... 120 3 
3 Stunden... . 150 4 
5 oe 105 | 6 


Resuliat: Keine Glykolyse, indessen von der dritten Stunde ab Ver- 
garung des Zuckers infolge Infektion. 


Versuch 6. 
Parallelversuch zu Versuch 4, jedoch sind zu der Probe statt Insulin 
5 ccm des eingeengten Leberwaschwassers zugesetzt. Bei 40°C. Es wurden 
wiedergefunden : 





Glucose Milchsaure 
mg mg 


Nach 1 Stunde .. 138 3 
3 Stunden... . 143 — 
5 i ye ie 158 3 


Resultat: Keine Glykolyse, indessen zunehmende diastatische Zucker- 
ausschiittung aus den Glykogenvorraten der Trockenleber. 


Auch hier sehen wir von der Ausfiihrung weiterer Untersuchungen 
ab; es ist uns nicht gelungen, ein glykolytisches Ferment in der Trocken- 
leber nachzuweisen; wo es sich um Verschwinden von Zucker handelt., 
ist nachweislich eine Infektion mit Géarungserregern verantwortlich 
zu machen; im iibrigen zeigt sich die Trockenleber noch empfindlicher 
in bezug auf die Infektion mit Garungserregern als der Trockenmuskel. 

SchlieBlich haben wir noch die Frage gepriift, ob etwa in den 
diastatischen Leberversuchen, die ja leicht mit der Trockenleber ge- 
langen, wie die Beobachtungen von v. Euler, Myrbdck und Karlsson 
zeigen, ein hemmender EinfluB seitens des Insulins zu konstatieren ist. 


Glykogenversuche mit Trockenleber. 


Versuch 1. 


8 g Trockenleber (Hund) + 100 cem 2proz. Phosphatlésung (p,, = 6,3) 
+ 100mg Glykogen. Bei 37°C. Toluolzusatz. Es wurden gefunden: 





Glucose Milchsaure 


mg mg 

' Nach GS See 63 7 
a. a Eo a 76 6 
5 so. 9 


bal ” 
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Versuch 2. 
Parallelversuch, nur mit Zusatz von 50 Einheiten Insulin. Es wurden 
gefunden: 





Glucose Milchsaure 
mg mg 


Nach 1 Stunde ... 70 8 
3 Stumden...- 80 8 
5 ta aha 80 10 


Resultat: Beim Vergleich von Versuch 1 und 2 la8t sich kein bemerkens- 
werter Unterschied hinsichtlich der Diastasewirkung feststellen. Erwaihnens- 
wert in den Glykogenversuchen ist immerhin die Zunahme um 2 mg Milch- 
siure in beiden Versuchen, doch ist diese Menge so gering, daB sie in den 
Fehlergrenzen der Methodik liegt. 


Versuch 3. 
5g ungewaschener Trockenleber + 65ccm Iproz. Phosphatlésung 
(Py = 6,3) + 100mg Glykogen. Bei 40°C. Toluolzusatz. Es wurden 
gefunden : 





Glucose Milchsaure 
mg mg 
Nach 1 Stunde , , 84 4 
3 Seumamem . . 124 5 
ar a ” oe a 124 5 


Versuch 4. 


5g  gewaschener Trockenleber + 65ccm Iproz. Phosphatlésung 
(Py = 6,3) + 20 Einheiten Insulin + 100mg Glykogen. Bei 40°C. 
Toluolzusatz. Es wurden gefunden: 





Glucose Milchsaure 
mg mg 


Nach | Stunde ,.. 30 2 
3 Stunden... . 42 2 
» § » tea of 100 2 

Resultat: Wenn auch Versuch 3 und 4 an sich nicht ganz vergleichbar 
sind, ist man doch zu sagen berechtigt, daB der Insulinzusatz bei Versuch 4 
keinesfalls die diastatische Wirkung in der Trockenleber bremst. Glykolyse 
(Milchséurezuwachs) ist weder bei Versuch 3 noch 4 zu finden. 

SchlieBlich fiihren wir noch zwei Glykogenversuche am Trockenmuskel 
im gleichen Sinne an: 

Versuch 5. 

5g Trockenmuskel + 65ccm Iproz. Phosphatlésung (py, = 6,3) 

+ 100 mg Glykogen. Bei 40°C. Toluolzusatz. Gefunden: 





Glucose Milchsaure 
mg 


Nach 1 Stunde ... 42 
» 3Stunden... 72 
6 Peta 71 


- 








— 
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Versuch 6. 


5g Trockenmuskel + 65cem Iproz. Phosphatlésung (pg = 6,3) 
100 mg Glykogen + 20 Einheiten Insulin. Bei 40°C. Toluolzusatz 


Gefunden : 








Glucose Milchsaure 
my mg 
Nach 1 Stunde .... 30 
6 Stunden... . 67 1] 


Resultat: Keine Hemmung der Diastasewirkung in Versuch 6 gegen- 
iiber 5 durch Insulin. 





Zusammenfassend diirfen wir also sagen, daB es uns nicht gelungen 
ist, ein glykolytisches Ferment in der Trockenleber oder dem Trocken- 
muskel nachzuweisen und daB die Leber- und Muskelglykogenase am 
Trockenpriparat durch Insulin nicht gehemmt wird. 





Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz. 


Xl. Mitteilung: 


Uber die Hexosediphosphatase der Muskulatur und Leber und ihr Spaltprodukt, 
die Monohexosephosphorsiure. 


Von 
Theodor Brugsch, Melanie Cahen und Hans Horsters. 
(Aus der IT. medizinischen Klinik der Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 10. August 1925.) 


In unserer achten Mitteilung') haben wir uns mit der Frage der 
Phosphatase der Hexosediphosphorséure in der Leber befaBt und in 
Bestiatigung der Befunde von Euler und Funcke, Hagemann, Takahashi*) 
und Forai*) in der durchstrémten Hundeleber eine sehr wirksame 
Phosphatase feststellen kénnen; daB im tibrigen nicht nur die Leber 
eine solche wirksame Hexosediphosphatase besitzt, sondern auch 
andere Organe, insbesondere die Muskulatur, hatten bereits Takahashi 
und Forai gefunden. Zu gleichen Resultaten ist auch Robison*) mit 
seinen Mitarbeitern und in jiingster Zeit Demuth®) gekommen. 

Uns hatte in unserer achten Mitteilung schon die Frage interessiert, 
in welche Spaltprodukte in der Leber die d-Fructosediphosphorsaure 
gespalten wird, und wir zogen aus unseren diesbeziiglichen Unter- 
suchungen den SchluB, daB die Leber die Hexosediphosphorsaure nicht 
— wie Embden und seine Schule es annimmt — glatt in Milchsiure und 
Phosphorsaure aufspaltet, sondern in d-Fructose und Phosphorsaure, 
und zwar auf Grund der Tatsache, daB sich in der Durchstrémungs- 
fliissigkeit nach Zusatz dieser Substanz zunehmende Linksdrehung 
bei zunehmender anorganischer Phosphorsiure zeigt, ferner auch, weil 
die Durchstrémungsfliissigkeit in zunehmender Starke die Seliwano/f- 
sche Reaktion auf d-Fructose gibt. Indessen ist die Linksdrehung der 


1) Diese Zeitschr. 155, 459, 1925. 

*) Ebendaselbst 145, 178, 1924; 146, 161, 1924. 
8) Ebendaselbst 145, 47, 1924. 

4) Biochem. Journ. 16, 1923; 17, 1924. 

5) Diese Zeitschr. 159, 415, 1925. 
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Durchstrémungsfliissigkeit, wie uns eine gréBere Reihe spiterer Ver- 
suche zeigte, nicht ein untriigliches Zeichen fiir das Auftreten links- 
drehenden Zuckers in der Leber, insofern nimlich die Leber, wenn sie 
nach einigen Durchstrémungen erschépft wird, die linksdrehende B-Oxy- 
buttersiure ausschwemmt. Nicht zuletzt diese Beobachtung war fiir 
uns eine Veranlassung, die Frage der Zerlegung der Hexosediphosphor- 
siure noch einmal aufzunehmen, um exakt die Spaltprodukte, in die 
sie durch die Phosphatase zersprengt wird, festzustellen. 


Methodik. 


Wir verwandten die Suspension von Trockenmuskel und Trockenleber, 
die nach dem Verfahren von v. Euler hergestellt wurde (s. die Beschreibung 
in unserer Mitteilung X, dieses Heft). Eine Anzahl von Versuchen wurie 
auch an frischer Muskulatur angestellt. Um jede Stérung durch eine In- 
fektion der Probe auszuschlieBen, wurden die Versuche nach Méglichkeit 
nur auf einige Stunden ausgedehnt, was vollauf geniigt. 

Als d-Fructosediphosphat benutzten wir ein Praparat von Bayer, das 
13,03 Proz. P und 13,79 Proz. Na enthielt; das sehr hygroskopische Praparat 
enthielt pro Gramm der Substanz 20mg anorganischer PO,, gab einen 
Reduktionswert von 20 mg (berechnet auf Glucose) und enthielt etwa 6mg 
freie Livulose. Die Seliwanoffsche Probe war in 1 proz. wasseriger Lésung 
schwach positiv. Zur Analytik benutzten wir die Polarisation im Drei- 
schattenapparat von Lippich (Schmidt und Haensch); die lproz. Lésung 
drehte + 0,03 bis 0,04 im l-dm Rohr. Zur Bestimmung der anorganischen 
PO, benutzten wir das Verfahren von Embden bzw. die Magnesiafallung zur 
Reduktionsbestimmung das Verfahren von Folin-Wu, zur Bestimmung der 
d-Fructose (neben dem qualitativen Nachweis durch die Seliwano/fsche 
Probe) das Verfahren von Pinoff und Gade’). 


Versuch 1. 
5g Trockenleber (zuvor mit destilliertem Wasser ausgewaschen) werden 
mit 100cem Ringerlésung versetzt und 0,2 g d-fructosediphosphorsaurem 
Na bei 40°C. 
Reduktionswert der or sofort. .... = 4mg 
nach % Stunde . . 2 ee ae ee hk 
Seliwanoffeche Pushe.. bites 58. whee site oa + +. 


Resultat. Linksdrehender Zucker ist nachweisbar; ob allerdings die 


Zunahme des Reduktionswertes auf Abspaltung von d-Fructose in der 
Hauptsache zuriickfiihrbar ist, bleibt ungewi8. 


Versuch 2 


5g Trockenmuskel (ungewaschen) + 100cem Ringerlésung + 0,2 g 
d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. 
Reduktionsvert vor Lésung, sofort . . =, 4mg (berechnet auf Glucose) 


Oe SR oa see eae * Se ee ee ‘i ” » 
Seliwanoffsche Probe . a ee + 


1) Chem.-Ztg. 38, 615, 1914; ferner Abderhaldens biol. Arbeits- 
methoden 1922, Abs. I Chem. Methol., Tl. V. Arbeitsmethoden, 8S. 216. 
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Resultat. Hier war eine Zunahme der Reduktion kaum durch Glykogen- 
diastasierung anzunehmen, vielmehr an eine d-Fructoseabspaltung im Verein 
mit der deutlicher gewordenen Seliwanoffschen Reaktion zu denken. 


Versuch 3. 


10 g frischer, zerkleinerter Muskel + 100 cem I proz. Phosphat, py 7,0 
2g hexosediphosphorsaures Na. Toluolzusatz bei 40° C, 


Drehung im Il-dm-Rohr, sofort ..... .. + 0,05 
ee er 0,07 
Pn Mes a o< « fA boa 6 8 & s + + 


Resultat. Die Linksdrehung im Verein mit der starken Seliwano//schen 
Reaktion lieBen uns die Aufspaltung der Substanz in d-Fructose zweifelsfrei 
annehmen. 

Wir verfolgten indessen die Versuche weiter, indem wir jetzt den 
Drehungsaénderungen in erster Linie unsere Aufmerksamkeit schenkten. 

Zunachst untersuchten wir daher, ob eine | proz. d-fructosediphosphor- 
saure Na-Lésung ihr Drehungsvermégen bei 40°C bei verschiedener py 
andert. 

Versuch 4. 

100 cem lproz. Phosphat + 1g d-fructosediphosphorsaures Na _ bei 

40°. py 6,3. 


SE ian dé aca le eee eee eee 
DE, Srectivi«a ate te ee. Sa eae 
SL ee ee ee ee ee + 0,05 
ee anh era oe eee: See 
ee! se wo ae oe Se OK CO ee 


Versuch 5. 
100cem Iproz. Phosphat + 1g d-fructosediphosphorsaures Na_ bei 
40°C. py 7,0. 


PR eo + 0,04 
e+ -<- « » «: eee tee ee Se ee 
ed te tie ee ee, ee + 0,04 
gk Per ee a ee” + 0,04 
12 00 A-cset nme wWen cn Oe SS oe 


Nunmehr, da keine Drehungsaénderung in der Phosphatlésung erfolgt 
war, untersuchten wir die Drehungsanderungen unter dem Einflu8 der 
Phosphatasen. 

Versuch 6. 

5 g Trockenmuskel (ungewaschen) + 100 ccm | proz. Phosphat, p, 6,3 

+ 1g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. Toluolzusatz. 


Probel. 1000’. ......a= + 0,04 
BS Wee eee sce et st oe + Oe 


Ss a a a ae my A 
a J re ee ei a oe ee 
oi eg oe ea a Oe 


Resultat. Nach einer anfanglichen Verminderung der Drehung eine 
deutliche Zunahme der Rechtsdrehung. Dieses unerwartete Resultat liel 
daran denken, da8 hier vielleicht keine Abspaltung von d-Fructose statt- 
gefunden hatte; es zeigte sich aber die Seliwanoffsche Probe in Probe 2 








een 


— 
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bis 5 sehr stark. Wir stellten daher in den einzelnen Proben, die wir ent- 
nommen hatten, quantitative d-Fructosebestimmungen nach dem Ver- 
fahren von Pinoff und Gade an: 
Probe 1. d-Fructose. .. . . = 6mg‘Proz. 

2. - ‘ewe a 38 mg 
3. a re + oes 
4 * is wr are. 
——s * - aoe ae 6c” MK oe 

Diese Werte schienen uns zunachst in keinem Verhiltnis zu den 
Drehungswerten zu stehen. Indessen wiederholten wir diese Versuche. 


Versuch 7. 


5g Trockenmuskel (ungewaschen) + 100 ccm 1 proz. Phosphatlésung, 
Py 7 + 1g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. Toluolzusatz. 





| d-Fructose 


an fee. Bemerkungen 


Zeit | Drebung 


a— + 0,04 
a + 0,02 
a — + 0,05 | 
a + 0,05 
a + 0,10 


Seliwanoffsche 
Reaktion 
stark positiv 


Das Resultat ist das gleiche, wie in den vorigen Versuchen: anscheinend 
Abspaltung von d-Fructose, nach der Seliwanoffschen und der Dipheny!- 
aminreaktion zu urteilen, dabei deutlich zunehmende Rechtsdrehung. Um 
letztere noch deutlicher zu beobachten, verwandten wir einen konzentrierteren 
Zusatz von d-fructosediphosphorsaurem Na. 


Versuch 8. 


5 g getrockneter (ungewaschener) Muskel + 100 ccm 1 proz. Phosphat- 
lésung, py, 6,3 + 2g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. Toluol- 
zusatz. 





Zeit Drehung Bemerkungen 


10h a — 0,06 
1 30 a a — — 0,04 | Zunehmende 
a= 0, Seliwanojfsche 


11 30° a=0,12 ! 
12 a — 0,16 | Reaktion 


Damit war das Resultat der zunehmenden Rechtsdrehung bei deut- 
licher d-Fructosereaktion sithergestelit. Um aber den scheinbaren Wider- 
spruch zwischen Rechtsdrehung und Fructosewerten zu lésen, stellten 
wir die gleichen Versuche unter Feststellung der abgespaltenen PO, und 
der Milchséure an, wobei wir gleichzeitig auch den frischen Muskel mit 
in die Untersuchung einbezogen, in Anbetracht des Ergebnisses unseres 
Versuchs 3. 
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Versuch 9. 


5g Trockenmuskel + 100cem Ringerlésung ohne Zucker, py, 6,3 
+ 1,0g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. Toluolzusatz. 


Sofort: Drehung a = 0,04. 


ee are eae 6 mg-Proz. 

ee ee 8,7 

SS Sees Sa 
Nach 2 Stunden, Drehung a 0,13 bis 0,14. 

a 28 me-Proz. 

a Lt re. te eg) es aed 8,9 as 

a ee a ee 52,3 


Resultat. Ohne Aufspaltung zu Milchséure sind hier aus dem 1g 
d-fructosediphosphorsauren Na 52 mg PO, abgespalten worden und 28 mg 
d-Fructose; da nach Abzug der bereits frei in dem Praparat enthaltenen 
20mg PO, die Saéure nach der Analyse maximal 370 mg PO, enthalten 
kann, so legt der Wert von 52mg H,PO, (davon 20 mg) frei vorhanden 
gewesene H,PO,) den Gedanken nahe, da8 die Trockenmuskulatur eine 
Hexosediphosphatase besitzt, die innerhalb von Stunden bei 40°C eine 
Hexosediphosphorsaure in eine Hexosemonophosphorsaure zerlegt mit einem 
wesentlich héheren Drehungswert als dem des hexosediphosphorsauren 
Natron, das den Wert von 3,8° aufweist. Diese Hexosemonophosphor- 
siure mu8 sodann nicht nur eine Seliwanoffsche Reaktion geben, sondern 
es muB nach der quantitativen Bestimmung mit Phenyldiamin die 
Hexosemonophosphorsaéure auch eine Oxydation des Phenyldiamins be- 
wirken. Auch ist es nicht unwahrscheinlich, daB das Spaltprodukt der 
Monohexosephosphorsaure rechtsdrehend ist. 

Wir haben nun diesen Versuch an der frischen Muskulatur schon mit 
Riicksicht auf das Ergebnis des Versuchs 3 wiederholt. 


Versuch 10. 


10g zerkleinerter frischer Kaninchenmuskel -+ 100 ccm Ringerlésung 
ohne Zucker + 1 g d-fructosediphosphorsaures Na bei 40°C. Unter Toluol. 


Sofort: Drehung a = + 0,04. 
d-Fructose ......+...- = @mg-Prosz. 
DEE a es YAR 4 - 
Phosphorsaure . = 20 o” 
Nach 2 Stunden: Drehung a = + 0,06. 
Milohefure ........ .- = 231 mg-Proz. 
Phosphorefure. ....... = 69 - 
I ee ie a et ea - 


Resultat. Der Drehungswert ist nur um einen geringen Wert gestiegen, 
trotzdem der Phosphorséurewert (nach Abzug von 20mg) etwa 50 mg 
betrigt. Das legt die Vermutung nahe, da8 die Hexosediphosphorsaure 
teilweise in rechtsdrehende Monohexosephosphorséure, bzw. weiter in eine 
(rechtsdrehende) Hexose, teilweise aber auch in d-Fructose und Phos- 
phorséure gespalten worden ist. Die Menge neu gebildeter Milchsaure 
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(nur 5mg) ist so gering, da®B sie hinsichtlich des Spaltungsprozesses des 
hexosediphosphorsauren Na kaum in Frage kommt. Wir kénnen also in 
diesem Versuche annehmen: 1. Spaltung der Hexosediphosphorsaéure in 
Monohexosephosphorsaure. 2. Spaltung der Hexosediphosphorsaure 
in d-Fructose und Phosphorsaéure. 3. Spaltung der Monohexosephosphor- 
siure in (rechtsdrehende) Hexose. 4. Spaltung der Hexosen in Milch- 
saure. Nach den Drehungsverhiltnissen zu urteilen, iiberwiegt der 
SpaltungsprozeB 1 gegeniiber der Spaltung 2; am meisten tritt der vierte 
SpaltungsprozeB zuriick. 

Wir haben nunmehr noch eine weitere Reihe von Versuchen zur Kon- 
trolle angestellt, vor allem am Trockenmuskel: 


Versuch 11. 


5g Trockenmuskel + 100 ccm destilliertes Wasser + 1g d-fructose- 
diphosphorsaures Na bei 40°C. Toluolzusatz. 





d-Fructose Milchsaure 
Drehung 
mg-Proz. mg 
Sofort .... 0,04 6 6 
Nach 3 Stdn. . 0.1 41 
Nach 24 Stdn. . 0.13 5 


Pom aeeet ow Se “+ . % : - 20mg 
Nach 24 Stdn. .. " ‘ —— 


Resultat. Selbst nach 24 Stunden geht die Spaltung beim Trocken- 
muskel nicht iiber die Hexosemonophosphorsiure hinaus (siehe den 
Drehungswert und die Phosphorséiuremenge unter Vergleich von Versuch 9). 
Da8B ferner der ProzeB der Aufspaltung in Monohexosephosphorsaéure aus 
dem Hexosediphosphat durch Insulin nicht aufgehalten wird, mag der 
folgende Versuch zeigen. 


Versuch 12. 
5 g Trockenmuskel + 100 cem Aqua dest. + 1 g Na-Hexosediphosphat 
+ 20 Einheiten Insulin bei 40°C unter Toluol. 
9630". Drehumg ......4 + 0,04 
11 15 woe 4 ee oe + 0,08 


” 


12 30 - ee 6 es ee + 0,1 


Die Werte liegen genau wie im Versuch 11. 


SchlieBlich fiihren wir einen Versuch an der Trockenleber an, der 
zeigen soll, daB auch hier die Verhaltnisse ganz gleichsinnig verlaufen. 


Versuch 13. 
5g Trockenleber (gewaschen) + 100ccm Wasser + 1g Na_ hexose- 
diphosphoric. -+ Toluol bei 40° C. 


9530’. Drehung ......a= + 0,04 
11 15 “ ewe fF eS 


12 30 - dia hk a + 0,08 


Die Ergebnisse sind gleichsinnig, wie bei der Trockenmuskulatur. 
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Wir haben nun unsere Annahme, daB die Hexosediphosphorsiure 
in eine Hexosemonophosphorsaure aufgespalten wird, durch Erfassung 
dieses Produktes zu stiitzen gesucht. Bekanntlich hat C. Neuberg') die 
Fructosediphosphorsiure durch Abspaltung eines Molekiils Phosphor- 
siure in eine Fructosemonophosphorsaure itibergefiihrt im Sinne der 
Gleichung : 


C,H, (PO,H,), + H,O = O,H,, 0, (PO,H,) + H,OH,PO,. 


Er hat dies durch gelinde Saurehydrolyse erreicht. Diese Substanz 
gibt nur einen Drehungswert von [a], = 2,3 bei positiver Seliwanoff- 
scher Reaktion. 

Da in unseren Beobachtungen der Drehungswert viel héher liegen 
muB, konnte dieser Kérper nicht in Frage kommen. Andererseits 
hat Robison bei der Hefegirung einen Hexosemonophosphorsiureester 
isolieren kénnen, dem die gleiche Formel zukommt: 


(,H,, 0; (PO, H,). 


Dieser Phosphorsaureester hat einen Drehungswert von [a], = 25° 
und gibt starke Seliwanoffsche Reaktion. Es war also unwahrscheinlich, 
daB dieser Kérper identisch mit dem von uns vermuteten Hexose- 
monophosphorsaureester ist. Um hier einen Anhaltspunkt zu gewinnen, 
haben wir 20g Trockenmuskel mit 400 cem Wasser + 4g hexose- 
diphosphorsaurem Na 48 Stunden stehenlassen, dann die Liésung von 
dem Bodensatz abfiltriert, das Filtrat mit der zehnfachen Menge ab- 
soluten Alkohols gefallt, nach 24 Stunden filtriert, den Niederschlag 
in Wasser gelist, freie Phosphate gefallt, Filtrat wieder in Alkohol 
gefallt, getrocknet und gewogen. 

0,3437 g ergaben nach Spaltung 0,1136mg PO,, was auf die 
Formel einer Hexosemonophosphorséure stimmt. 

Der Drehungswert betrug bei ¢ = 20° im 1-dm-Rohr 


0,56 « 100 
i=—-. ————— = 89, 
“D, 6,87 “ 





Der Drehungswert liegt also zwischen den Werten von Neuberg 
und Robison; dabei ergibt unsere Monohexosephosphorsiure starke 
Seliwanoffsche Reaktion, nach Aufspaltung rechtsdrehende Hexose. 

Zusammenfassend kénnen wir daher sagen: der Trockenmuskel 
und die Trockenleber von Kaninchen und Hund besitzen eine Hexose- 
diphosphatase, die die Hexosediphosphorsiure in eine rechtsdrehende 
Hexosemonophosphorsiure spaltet; diese letztere ist dem Drehungs- 
werte nach nicht identisch mit der Neuwbergschen Hexosemonophos- 


1) Neuberg, Diese Zeitschr. 88, 432, 1918. 
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phorsiure, auch nicht identisch mit der Robisonschen Hexosemono- 
phosphorséure aus Hefe; sie gibt starke Seliwanoffsche Reaktion und 
1aBt sich mit der Methode von Pinoff und Gade bestimmen. Der frische 
Muskel besitzt — gegeniiber dem Trockenmuskel — die Fahigkeit, die 
Hexosediphosphorsiure in Phosphorsiure und d-Fructose, ferner aber 
auch noch in Monohexosephosphorsiure und weiter in Hexose, bzw. 
Milchsiure zu spalten. In diesem Sinne sind die Zwischenzucker, die 
wir in unserer sechsten Mitteilung') in Leber und Muskulatur aufweisen 
konnten, zum Teil als Gemenge von Hexosediphosphorsiure und Hexose- 
monophosphorsaure anzusehen. 

Das Schema fiir die Umsetzung der Hexosediphosphorsiure in 
Muskel und Leber muB also lauten: 





a-Hexosediphosphatase Glykogen 


| 


Hexosediphosphorsaure —» d-Fructose + PO, 
}- Hexosediphosphatase —> 
Hexosemonophbosphorsaéure + PO, 
Hexosemonophosphatase 
(rechtsdrehende) Hexose + PO, 
Glykolyse 
Milchsaure 


Die a-Hexosediphosphatase und die £-Hexosediphosphatase sind 
nicht identisch, da der Trockenmuskel nur die letztere besitzt, der 


frische Muskel beide. 


1) Diese Zeitschr. Bd. 149, Heft 1/2, 1924. 











Studien iiber intermediiren Kohlenhydratamsatz. 


XII. Mitteilung: 
Uber den EinfluB des Insulins auf die Atmung der Muskulatur und der Leber. 


Von 
Theodor Brugsch, Hans Horsters und Joseph Vorschiitz. 
(Aus der IT. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 
Mit 15 Abbildungen im Text. 


In unserer siebenten und neunten Mitteilung') ist die Frage der 
Einwirkung des Insulins auf den Gaswechsel der Muskulatur und Leber 
von Meerschweinchen und Hunden unter verschiedenen Ernahrungs- 
bedingungen, auch beim pankreasexstirpierten Hunde studiert worden, 
mit dem Ergebnis, daB an der Leber das Insulin die AtmungsgréBe der 
normalen Leber nicht beeinfluBt, ebensowenig wie die der Muskulatur, 
daB aber bei der hungernden Leber Insulin in vivo die AtmungsgréBe 
wachsen li6t. Auch zeigte die pankreasdiabetische Leber einen er- 
niedrigten Atmungswert. 

Unsere Erfahrungen decken sich zum Teil mit den Erfahrungen der 
Literatur, zum Teil widersprechen sie diesen. 

Ubereinstimmend sind sie mit den Erfahrungen von Heymans, 
Matton*), ferner von Noyons, Bouckaert und Siereus*) und denen von 
Cloedt und van Canneyt*). 

Heymans und Matton fanden an lebendfrischen Organen keine Steigerung 
der CO,-Produktion unter Insulin, und in Erganzung zu diesen Versuchen 
berichten Cloedt und van Canneyt iiber das gleiche Ergebnis, allerdings 
unter Benutzung einer indirekten Methode, indem die OxydationsgréBe 
kolorimetrisch aus der Reduktion des Dinitrobenzols zu Nitropheny!- 
hydroxylamin nach der Methode von Lipschiitz (Pfliigers Arch. 191, 1, 1921) 
bestimmt wurde. 


1) Diese Zeitschr. 151, H. 3/4, 1924; ferner 158, H. 1/3, 1925. 

2) C.r. de la Soc. de biol. 90, 361, 1924; ferner Arch. intern. de Pharmaco- 
dynamie et de Therapie 29, 3—-4, 1924. 

3) C. r. de la Soc. de biol. 90, 365, 1924. 

*) Ebendaselbst 91, 92, 1924. 
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Im Gegensatz zu diesen und unseren Ergebnissen stehen aber zwei 
andere Arbeiten, so die von Biichner und Grajfe'), der an Gewebsschnitten 
mit der Warburgschen Methode unter Insulin Vermehrung der CO,-Pro- 
duktion bis zu 500 Proz. findet; diese Ausschlige sind so exorbitant hoch, 
daB sie kaum von uns hatten verkannt werden kénnen, so daB man an 
Versuchsfehler denken muB. 

SchlieBlich hat noch AAlgren®) iiber eine Steigung der Oxydation unter 
Insulin berichtet, die er mit der Methylenblaumethode erhalten hat. Da 
wir aber hier uns nicht mit den indirekten Methoden des Nachweises ge- 
steigerter Oxydation unter dem Einflusse des Insulins befassen wollen, 
werden wir diese Frage in der Mitteilung XIII einer Besprechung unter- 
ziehen. 

Als SchluBfolgerung unserer sowie der bisher vorliegenden Arbeiten 
kénnte man geneigt sein, in der Tat dem Insulin jeglichen férdernden 
EinfluB auf die Verbrennung der Glucose zu CO, abzusprechen, ja man 
kénnte sogar aus den allerdings widerspruchsvollen Respirationsversuchen 
am Tiere (zum Teil mit dem Ergebnis der Verminderung des O,-Verbrauchs 
unter Insulin) zu der Anschauung gelangen, da®B das Insulin sogar die 
Glucoseverbrennung hemmt. 

Wir halten aber die Versuche iiber den Einflu8 des Insulins auf die 
Atmung der Gewebe noch nicht fiir abgeschlossen; ausgehend von der 
von uns immer wieder betonten Tatsache, daB das zur Hypoglykamie 
fiihrende Insulinexperiment ganz unphysiologisch -ist [dabei sprechen 
neuere Versuche von Lesser*) fiir eine Steigung der Kohlenhydratverbrennung 
unter Insulin], erscheint es uns nimlich notwendig, den Einflu8 des Insulins 
auf die Atmung unter solchen Bedingungen zu studieren, unter denen man 
von vornherein auf ein Fehlen von Insulin schlieBen kann. Bedenkt man 
ferner, da®B das Insulin in vitro unter anoxybiotischen Verhiltnissen 
keine Wirksamkeit zeigt, so wird an sich schon der Gedanke auftauchen 
miissen, daB das Insulin irgendwie mit dem oxybiotischen ProzeB ver- 
koppelt sein muB, noch mehr aber wird ein solcher Zusammenhang 
naheliegend, wenn man die Cofermentnatur des Insulins beriicksichtigt 
und man die Analogien zum Coferment der Hefe zieht. O. Meyerhof*) hat 
bekanntlich nachgewiesen, da®B der durch Dialyse oder Ultrafiltration 
inaktiv gemachte HefepreBsaft seine Garfahigkeit nicht nur durch das 
eingeengte Dialysat bzw. Ultrafiltrat wiedererlangt, sondern auch durch 
den gekochten Muskelextrakt, der als ,,Coenzym“ fiir die mit destilliertem 
Wasser gewaschene Muskulatur zugleich der sogenunnte Atmungskérper 
ist. Meyerhof konnte weiter zeigen, daB auch die Atmung des inaktivierten 
Hefemazerationssaftes durch den Muskelkochsaft aktiviert wird, und die 
des nicht aktivierten Hefemazerationssaftes stark gesteigert wird. Der 
Atmungsk6érper (als Coenzym) der Muskulatur aktiviert also nicht nur die 
Atmung der ausgewaschenen Muskulatur, sondern er vermag auch als 
Aktivator sowohl in den Gar- wie Atmungsmechanismus der Hefe einzu- 
greifen. Die daraus zu schlieBende Analogie ist daher die, daB, wenn das 
Insulin als Coferment in den Zymasekomplex der Zuckerverwertung ein- 
greift, es auch gleichzeitig in den Atmungsmechanismus eingreifen miiBte. 


s') Klin. Wochenschr. %, 2320, 1923. 

?) Skand. Arch. f. Physiol. 44, 167, 1923. 
3) Diese Zeitschr. 158, 39, 1924. 

*) H. 101, 165, 1918. 
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Zum Studium dieser Frage muBte aber eine Anderung der bis- 
herigen Versuchsanordnung durchgefiihrt werden, indem wir nimlich 
die auf die Insulinwirkung zu untersuchenden Gewebe einer Aus- 
waschung unterzogen, um diese von ihrem Atmungskérper [ Prein nach 
Batelli und Stern')| zu befreien. Nach Batelli und Stern laBt die Atmung 
der Gewebe einige Zeit nach dem Tode des Tieres nach und wird dure’. 
Zusatz des Atmungskérpers wieder gesteigert ; einen solchen die Atmung 
steigernden Effekt erzielt der Atmungskérper auch am gewaschenen 
Gewebe. 

Statt des Atmungskérpers benutzten wir nun das Insulin, um, wie 
gesagt, zu erproben, ob dieses etwa die Funktion des Atmungskérpers 
zu erfiillen in der Lage ist. In dieser Hinsicht sind nun einige Regeln 
von Bedeutung, die Lina Stern fir das Pnein (= Atmungskérper) 
aufgestellt hat. 

Um die Wirksamkeit des Atmungskérpers zu erproben, derf das 
zu untersuchende Gewebe 1. nicht das Maximum des Gaswechsels auf- 
weisen und es muB 2. der AtmungsprozeB noch recht aktiv sein. Um 
die erste Forderung zu erfiillen, kann man das zu untersuchende Gewebe, 
nachdem es zerkleinert worden ist, mit Wasser auswaschen; um die 
zweite Forderung zu erfiillen, muB das Gewebe lebensfrisch sein und 
darf nicht zu lange ausgewaschen sein. 

Wir sind nun zum Nachweis der Frage, ob das Insulin etwa den 
Charakter des Atmungskérpers hat, so vorgegangen, daB wir eine Reihe 
von Untersuchungen in kalibrierten GefaiBen, deren Luft im Haldane- 
schen Apparat analysiert wurde, anstellten, wobei gewaschene Mus- 
kulatur bzw. Leber, aufgeschwemmt in Ringerlésung, teils mit, teils 
ohne Insulin in gewéhnlicher Luft 40 Minuten geschiittelt wurde. Das 
AusmaB der Answaschung der Muskulatur und der Leber war ver 
schieden. 

Reihe I. 


(Versuche von Brugsch, Horsters und Vorschiitz.) 


Methodik. 
[Siehe Mitteilung VIT und LX *).] 


Dem frisch getéteten und entbluteten Tiere wird Muskulatur bzw. 
Leber mit der Schere entnommen, diese gewogen und alsdann im Mérser 
zerstampft. Die gewogene Muskulatur bzw. Leber wird alsdann mit dem 
ein- bis mehrfachen Quantum destillierten Wassers 15 Minuten eventuell 
noch langer gewaschen, durch Mullfilter vom Wasser getrennt und in 
Ringerlésung, die 0,1 Proz. Glucose, aber kein NaHCO, enthielt, auf- 
geschwemmt. Je 30cem werden alsdann in zwei kalibrierte 300-cem- 
GefaBe gebracht, nachdem zu dem eine; GefaB eine'gewisse Menge Insulin 


1) Lina Stern, Uber den Mechanismus der Oxydationsvorginge im 
Tierorganismus. Jena, Gustav Fischer, 1914. 
2) Diese Zeitschr. 151, H. 3/4; 158 und 158, H. 1/3. 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 14 
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zugesetzt worden war. In ein drittes GeféB wurde eine entsprechende 
ungewaschene Portion von Muskulatur bzw. Leber ohne Insulin in Ringer 
aufgeschwemmt. Die drei GefaBe wurden nunmehr bei 40°C 50 Minuten 
lang geschiittelt und alsdann die Luft in den GefaéBen auf O, und CO, hin 
nach Haldane analysiert. In den Kontrollgefa8en wurde gleichlaufend der 
intermediaire Umsatz von Glucose, Phosphorséure und Milchsaéure bestimmt 
(Glucose nach Folin-Wu, anorganische Phosphorséure nach Embden, Milch- 
sdiure nach Clausen-Meyerho/{; EnteiweiBung nach Schenk). Berechnung der 
Werte auf 10g des frischen Organs, ferner auf 1g EiweiB der Organ- 


suspension, errechnet aus dem N-Gehalt nach Multiplikation mit 6.25. 


Versuch A (Nr. 3, Journal X). 

Normales Meerschweinchen. 10g Muskulatur aus den hinteren Ex- 
tremitaten eines gut genaihrten Meerschweinchens herausprapariert, werden 
in Ringerlésung (mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) zu 100 cem 
suspendiert, nachdem die eine Portion mit 100 ccm destillierten Wassers 
in kleinen Portionen eine Viertelstunde gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu 30cem Emulsion in kalibrierten etwa 
300-cem-Gefi8en mit Dreiwegshahn 50 Minuten lang bei 40° C geschiittelt. 

Portion A = he won sang 
Portion B = gewaschen + 2 Einheiten Insulin (Iluglandol). 
Portion C = gewaschen. 

EiweiBgehalt der Suspension ungewaschen ... . 1,1 Proz. 

gewaschen .... . -~= 0,8 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10¢ Muskulatur. 
CO,-Produktion ......... = 1,0com 
oO, .Verbrauch ee car & c+ ts Oe a 
Reapiratorischer Quotient . oo whe a eee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiwei®8 der Muskulatur = 0,82 ccm. 





Zuckergehalt, ; 
besshenah ~~ Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg 


Vorher ... i 17 8 
Nach 50 Minuten ae 5 26 7 


Bilanz +9 —! 


Portion B_ (gewaschen) + 2 Einheiten Insulin, berechnet auf l0¢ 
Muskulatur. 
CO,-Produktion ......... =0,16ccm 
0,- Verbrauch pubs 4 i ee eR og 
Respiratorischer Quotient . ssa oe 


O,-Verbrauch pro Gramm Eiwei8 der Muskulatur = 0,25 cem. 





—. , 2m Milchsiure | Anorgan. Hy PO, 


mg mg | mg 


Vorher.... gs 80 9 5 
Nach 50 Minuten — 80 8 5 


Bilanz tO —1 ta 
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Portion C (gewaschen), berechnet auf 10 ¢@ Muskulatur. 


COL-RUGNS wt ttt ls 2.01 cem 
O,-Verbrauch .......+.-. = 86 
Respiratorischer Quotient. . . . . = 0,76 


O,-Verbrauch pro Gramm Eiwei8 der Muskulatur = 3,3 cem. 





Zuckergehalt, 
bonwlinet par Glucose Muchsaure Anorgan. H,; PO, 
my mg mg 
IN a tae ee 80 9 5 
Nach 50 Minuten . . 72 34 5 
Bilanz —8 + 25 - 0 


Aus diesen Versuchen la8t sich der SchluB ziehen, daB, waihrend der 
gewaschene Muskel gegeniiber dem ungewaschenen eine (auffallende) 
Erhéhung der Atmung zeigt (Auswaschung des Hemmungskérpers), der 
Zusatz einer kleinen Insulindosis (= 2 Einheiten Lluglandol auf l0g 
Muskulatur) die Atmung mitsamt den intermediaren Umsatzen in der 
Muskelsuspension hemmt. 


Versuch B (Nr. 5, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitaten und der Riickenmuskulatur werden zu 100 cem Ringerlésung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) suspendiert, nachdem eine 
Portion mit 100ccm destillierten Wassers in vier Portionen zu 20 ccm 
ausgewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30ccm Emulsion in kalibrierten, 
etwa 300 ccm fassenden GefiBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 
40°C geschiittelt. 

Portion A = ungewaschen. 

Portion B = gewaschen + 2 Einheiten englischen Insulins ( Borrough 
und Welcome). 

Portion C = gewaschen. 


tiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen . . . . 0,91 Proz. 
9 ww a gewaschen .... . 0,88 ,, 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Muskulatur. 











CO,-Produktion ......... 10 ccm 
a VONNE 1 oo we ews ee BED we 
SE Se ob aks or dee ie eae ae 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei®B der Muskulatur = 1,1] cem. 
Zuckergehalt, 
> Miki. are Anorgan. Hy PO, 
mg m, mg 
ee ee R88 I 17 
Nach 50 Minuten. . 90 2: 18 
Bilanz +2 +! +1 
14* 
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to 
— 
te 


Portion B, gewaschen mit Zusatz von 2 Einheiten englischen Insulins 
(Burrough und Welcome), berechnet auf 10g Muskulatur. 
ohne Zusatz), berechnet auf 10¢ Muskulatur. 





Portion C (gewaschen 








ee Pee ee ee ee ee 0,18 cem 
a re 0,48 
cae ae ae 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei8 der Muskulatur 0,55 ecm. 
Zuckergehal 
needa ae Glucose Milchsaure Anorgan H, PO, 
mg m, mg 
ee ow 6.5 12 
Nach 50 Minuten 92 45 11 
Bilanz +2 — 20 | 


0.09 cem 
0,1 
0.9 


CO,-Produktion 
O,-Verbrauch 
co, 0, 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiwei® der Muskulatur 0,12 cem 





Zuckergehalt. 
berechnet auf Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
ee ee 90 6.5 12 
Nach 50 Minuten . 92 90 12 
Bilanz + 2 - 25 - 0 


Resultat. Aut 1g MuskeleiweiB berechnet, sinkt die Atmung von 
l,l ecem O,-Verbrauch auf 0,12 cem O, und wird durch 2 Einheiten eng 
lischen Insulins (Burrough und Welcome) auf 0,54 ccm gehoben. Hier ist 


eine Férderung der Atmung durch Insulin zweifellos zu konstatieren 


Versuch C (Nr. 2, Journal X). 


a 


Hungermeerschweinchen (48 stiindiger Hunger). Zweimal 10 
Muskulatur aus den hinteren Extremitaten und der Riickenmuskulatur 
werden zu 100 cem Ringerlésung (mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO, ) 
suspendiert, nachdem eine Portion mit 100cem_ destillierten Wassers 
viermal mit je 20 cem destillierten Wassers ausgewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30cem Suspension in kalibrierten, 
etwa 300 ccm fassenden GefaéBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 


40° C geschiittelt. 


Portion A = ungewaschen. 
ose B gewaschen mit Zusatz von | mg | 1 Einheit) Insulin 
(Trockeninsulin Kahlbaum). 
»y gewaschen ohne Zusatz. 


nicht bestimmt! 


EiweiBgehalt der Suspension ungewaschen 
0,81 Proz. 


gewaschen 


- 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Muskulatur. 


CO,-Produktion . .......=. @ I) com 
Ce coe se we 6 we es 0,8 
Ce @ wwe we He ee oo 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB. 








=. Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
7 oS 93 12 10 
Nach 50 Minuten . . 80 22 9 
Bilanz — 13 +10 —1 
Portion B (gewaschen + Img Trockeninsulin Kahlbaum), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 
i eee ee a 1,74 cem 
eee ee ee 2,54 . 
SRE ag ees ae, ae” ie 0,68 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g EiweiB = 3;1 ccm. 
_.. Milchsaure Anorgan. H; PO, 
mg mg ing 
0 80 9 3 
Nach 50 Minuten . . 75 16 Spur 
Bilanz —A +7 —3 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g¢ Muskulatur. 


CO,-Produktion ......... = 0,43ccom 
CWO fi <a) we We ee 0,78 ,, 
 ? a ae 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g EiweiB = 0,96 ccm. 





Zuckergehalt, 


berechnet auf Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
0 A eee 80 Q 3 
Nach 50 Minuten . . 80 17 2 
Rilanz - 0 +8 —1 


Ziehen wir das Fazit aus diesen Versuchen, so darf man sagen, daB 
der ausgewaschene Muskel, der pro Gramm Muskeleiwei8 nur einen Sauer- 
stoffverbrauch von 0,96 ccm aufweist, durch | mg Trockeninsulin Kahlbaum 
auf 3,l cem, d.h. einen héheren Wert gesteigert wird als der nicht ausge- 
waschene Muskel, dessen Atmungswert pro Gramm EiweiB (leider ist hier die 
N-Bestimmung verloren worden) als etwa 0,8 ccm angenommen werden diirfte. 
Die intermediaren Verhaltnisse lassen dabei zwischen nicht ausgewaschenem 
und ausgewaschenem bzw. insulinisiertem Muskel nur insofern einen Unter- 
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schied erkennen, als der nicht ausgewaschene die stairkste Glykolyse aut 
weist und der negative Wert der anorganischen H, PO, beim insulinisierte: 
Muskel am gréBten ist. 





Versuch D (Nr. 11, Journal X). 


Normates Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitaten und der Riickenmuskulatur werden zu 100 ccm Ringerlésung 
(mit 0,1 Proz. Glucose aber ohne NaHCO,) fein verrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200ccem physiologischer NaCl-Lésung in 
vier Portionen gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30cem Suspension in kalibrierten, 
etwa 300 ccm fassenden GefaBen mit Dreiwegehalhn 50 Minuten lang bei 
40°C geschiittelt. 


Portion A = ungewaschen. 
B = gewaschen, mit Zusatz von 6 Einheiten Iluglandol. 
C = gewaschen ohne Zusatz. 
EiweiBgehalt der Suspension ungewaschen . . . . = 1,3 Proz. 
gewaschen ..... 1,1 


. ” 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Muskulatur. 





ES eee Se ae ee ee 0,99 com 
ACU ce i cw ee es o oe Oe 
ee ee ts ka ea eg ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweif = 0,71 ccm. 
Zuckergehalt, 
berechnet auf Glucose Milchsaure 
mg meg 
_. Leer ee 90 15,5 
Nach 50 Minuten. . 100 15.0 
Bilanz + 10 +0 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 6 Einheiten Iluglandol), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 


CIEE. «4 0 4 ene 0 0 0,45 cem 
eee ee ee ee 0.45 
Ss Aik wire 6a etanae wo eee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei®B = 0,4 ccm. 





Zuckergehalt, 


berechnet auf Glucose Milchsaure 
mg mg 
‘ ' 
Sofort =o. = 83 4,0 
Nach 50 Minuten . 76 4.0 
Bilanz —7 +0 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g¢ Muskulatur. 








CO,-Produktion ......... = 0,43ccm 
Oe en | ae 
oN ea eee ee ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiwei8 = 0,37 ccm. 
Zucke alt, 
berechnet sat Glucose Milchsaure 
! mg mg 
j 
rer ee 83 44 
Nach 50 Minuten . . 81 44 
Bilanz —2 +0 


Das Resultat ist, daB durch das Auswaschen mit physiologischer 
NaCl-Lésung zwar die Atmung von 0,71 auf 0,45 ccm pro Gramm Einweil 
herabgesetzt wird, daB aber das Insulin den Atmungswert der gewaschenen 
Portion nicht wesentlich andert (0,37 gegen 0,45 cem O,). Die intermediaren 
Verhialtnisse sind dahin zu prazisieren, daB durch das Auswaschen die 
Glykolyse geringer wird und daB in der Insulinportion der Reduktionswert 
des Zuckers sich verkleinert, ohne eine entsprechende Vermehrung des 
Milchsiurewertes). 


Versuch E (Nr. 21, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitaiten und der Riickenmuskulatur werden zu 100ccm Ringer- 
lésung (mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne Na HCO,) fein verrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30ccm Suspension in kalibrierten, 
etwa 300 ccm fassenden GefaéBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 
40° C geschiittelt. 

Portion A ungewaschen. 
B = gewaschen, mit Zusatz von 10 Einheiten L[luglandol. 
C = gewaschen, ohne Zusatz. 


ory 


EiweiBgehalt der Suspension ungewaschen . . . . = 1,3 Proz. 
o» - - geoweschen ..... = 1,65 ,, 
Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g¢ Muskulatur. 
CO,-Produktion ......... =1,120com 
O,-Verbrauch .......... = 1,10ccm 
OR eos se oS Gee ee OD 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiweif = 0,85 cem. 





Zuckergehalt, 


berechnet auf Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg ; mg 
ee eee 88 13 12 
Nach 50 Minuten . . 92 18 11 
Bilanz +4 + 50 —I!1 











| 
) 
| 
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Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 10 Einheiten [luglandol), 
berechnet auf 10g¢ Muskulatur. 


CO,-Produktion ......... = 0,38ccm 
Sa-VOOR sce et ee cs ERD SS 
TT Se ee ee ee 0,8 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB = 0,27 ccm. 





Zuckergehalt, 


berechnet aut Glucose Milchsaure Anorgan. H; PO, 
mg mg mg 
ae 2 a 74 15 5 
Nach 50 Minuten . . 66 15 2 
Bilanz —8 0 — $§ 


Portion C (gewaschen), berechnet auf 10g Muskulatur. 





CO ,Peedubtion ... 1. se ee en 0,24 cem 
ee oe ee ee 0,22 ,, 
A ee ee ee ee ae l 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g EiweiB = 0,13 ccm. 
=. Milchsaure Anorgan. Hy PO, 

mg mg mg 
a 74 15 a) 
Nach 50 Minuten . . 76 3,0 5 
Bilanz +2 + 15 £0 


Das Resultat ist eine Herabsetzung der Atmung der Muskulatur durch 
die Waschung von 0,77 cem O, auf 0,13 und eine geringe Steigerung cer 
Atmung durch das Insulin auf 0,28, berechnet auf 1 g Eiwei8. Beim insu- 
linisierten gewaschenen Muskel nimmt der Reduktionswert und der Wert 
der anorganischen H, PO, ab, was auf Bildung intermediarer phosphorylierter 
Zuckerester hinweist. 


Stellen wir unsere Werte, die wir an der Muskulatur erhalten haben, 
zusammen: 





Tabelle I. 
Og-Verbrauch Opy-Verbrauch 
der ungewaschenen der gewaschenen Og-Verbrauch Steigerung 
Versuch Muskulatur | Muskulatur —s nach Zusatz von Insulin oder 
pro Gramm Eiweifs pro Gramm Eiweii Hemmung ” 
ccm com ccm 
A 0.82 3.3 0,25 Hemmuny 
(2 Einheiten Insulin) ; 
B 0,99 0.12 0,55 Steigeruny 
(2 Einheiten Insulin) 
c 08 {2} 0,96 7 


(+ 1 mg Trockeninsulin) 
D 0,71 0,37 04 
(6 Einheiten Tluglandol) 
E 0.85 0.13 0,27 
(10 Einheiten) 
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In Versuch A, D und E wurde verwanadt Iluglandol, das ohne Desinfizienz 
sterilisiert wird; Versuch B, englisches von Bourrough und Welcome, das 
einen Desinfizienzzusatz enthalt, in Versuch C ein Trockeninsulin Ka//baum 
ohne Desinfizienz. 

Wir finden also durch Insulin einmal eine Hemmung, sonst eine Steige- 
rung der Atmung der ausgewaschenen Muskulatur, ohne da8 wir etwa sagen 
kénnen, daB Steigerung bzw. Hemmung sich proportional der zugesetzten 
Insulinmenge verhalt. Um ein solches Urteil zuzulassen mii®Bte zudem die 
Untersuchungsreihe gréBer sein, zum mindesten aber das Insulinpraéparat 
einheitlich sein, was hier nicht der Fall ist. Weiter ist zu bedenken, da 
auch die Muskulatur als Testmaterial nicht einheitlich beurteilt werden kann, 
zudem auch der AuswaschungsprozeB mit gewissen unvermeidbaren Un- 
gleichheiten geschehen muB, so daB das Auswaschen des sogenannten 
Hemmungskérpers und des sogenannten Coferments nicht immer gleich- 
maBig zu erfolgen braucht. DaB dem so ist, demonstriert eine Reihe von 
Versuchen, die wir in gleicher Versuchsanordnung statt mit Zusatz von 
Insulin mit Zusatz von Muskelcoferment hergestellt haben; das Coferment 
wurde durch Kochen von frischer zerkleinerter Muskulatur mit gleichen 
Mengen destillierten Wassers gewonnen, wobei nach den Erfahrungen von 
Batelli und Stern, Meyerhof u. a. der hitzelabile Hemmungskérper der 
Muskelatmung zerstért wird und nur das aktivierende Coférment erhalten 
wird. 

Wir fiihren diese Versuche hier an: 


Versuch F (mit Muskelkochsaft) (Nr. 13, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitaten und der Riickenmuskulatur werden zu 100 cem Ringerlésung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers etwa 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 ccm Suspension in kalibrierten, etwa 
300 ccm fassenden GefaiBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C 
geschiittelt. 

Portion A = ungewaschen. 
B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5cem Muskelkochsaft. 
C = gewaschen, ohne Zusatz. 


” 
EiweiBgehalt der Suspension ungewaschen 1,3 Proz., gewaschen 0,7 Proz. 
Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g Muskulatur.. 


CH MEOEE 5 6 ss 8 4 em 0,89 cem 
Cs) 04 6 « «wa ss 0,9 
oO ee eee eer ie 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB = 0,7 ccm. 





Zuckergehalt, 


berechnet auf Glucose Milchsaure 
mg mg 
Sofort . . oo 8Y lo 
Nach 50 Minuten . . 0 1] 
Bilanz +1 +1] 





ee SE ree er ee 














ee 


es 
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Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 0,5 cem Muskelsaft), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 





CO,-Produktion ........ =0,22ccm 
See oe ee 0,34 
RI Sccwokt ain Wan ells asa, See 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiwei8 = 0,49 ccm. 





Zuckergehalt, 


berechnet aut Glucose Milchsaure 
mg mg 
I ae 85 3.5 
Nach 50 Minuten . . 90 3,8 
Bilanz +65 + 03 


Portion C (gewaschen), berechnet auf 10 ¢ Muskulatur. 


CO,-Produktion ........ =0,16ccm 
CPN aks wt we ee ,, 
PS 6 6S Wate es we ae eee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB = 0,76 ccm. 





Zuckergehalt, 


berechnet auf Glucose Milchsaure 
mg mg 
i. ee ee 85 3,5 
Nach 50 Minuten . . 91 3.0 
Bilanz + 6 — 05 


Es ist hier der Wert der Atmung der Muskulatur durch das Auswaschen. 
sofern man auf | g Eiweif der Muskulatur berechnet, nicht heruntergedriickt 
worden und wird auch durch Hinzufiigen von Muskelkochsaft herabgedriickt. 


Atmungswert pro Gramm EiweiB ... . . = 0,7 ccm 
ns . nse 4 6 sf i << a<~ ae 
Ausgewaschen + Muskelkochsaft. . .... = 0,49 ,, 


Es hatte also das Aufkochen der Muskulatur mit Wasser zu gleichen 
Teilen nicht geniigt, um den Hemmungskérper auszuschalten, und anderer- 
seits die Auswaschung der zur Atmungsprobe verwendeten Muskulatur 
nicht geniigt, um das Coferment weitgehend zu entziehen. 

Wir haben nun einen weiteren ahnlichen Versuch angestellt : 


Versuch G (Nr. 20, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitaten und der Riickenmuskulatur werden zu 100 ccm Ringerlésung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben, nachdem die 
eine Portion mit 200 ccm dcestillierten Wassers 20 Minuten lang gewaschen 
worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 cem Suspension in kalibrierten, etwa 
300 cem fassenden GefiBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C 
geschiittelt. 








Intermediarer Kohlenhydratumsatz. XII. 219 


Portion A = ungewaschen. 
B = gewaschen, mit Zusatz von 
C = gewaschen, ohne Zusatz. 
EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,5 Proz. 
a oe fo gewaschen =i3 ,, 
Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10 g¢ Muskulatur. 
CO,-Produktion . = 0,99 cem 
EON. aime ese % os 0,97 
Ca eo eh wR. oe ee 


” 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB = 0,65 cem. 





Zuck halt, ‘ 
nesedeak ann -_ | Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg ing mg 
SE eg Phar eg es 92 § 6 
Nach 50 Minuten . . 85 7 Spur 
Bilanz —7 +1 —6 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 0,5cem Muskelkochsaft), 
berechnet auf 10g Muskulatur. 





CO,-Produktion ........ =90,33ccm 
ee ee ee 0,29 
SO eh ae Bee ee 1,1 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB 0,22 ccm. 
—_—. , am Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
a 87 45 8 
Nach 50 Minuten . . 87 3.0 s 
Bilanz +0 —1,5 +0 
Portion C (gewaschen), berechnet auf 10 g¢ Muskulatur. 
CO,-Produktion ........- 0,15 cem 
0, ee ae 
8 Ee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB = 0,38 cem. 





—. Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
0 ee a 87 45 8 
Nach 50 Minuten . . 88 ? 6 
Bilanz +1 ? —2 


Auch hier zeigt sich zwar eine Verminderung der Atmung der Muskulatur 
nach dem Auswaschen von 0,65 cem auf 0,38ccem (berechnet auf Ig 
Eiwei8), indessen durch Zusatz von Muskelkochsaft eine Hemmung, indem 
der Atmungswert auf 0,22ccm O,-Verbrauch herabgedriickt wird. Es 
war also in dem Muskelsaft der Hemmungskérper durch nicht geniigendes 





et a ee aes 


} 
} 











———E— 


es 
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Kochen nicht ausgeschaltet worden. Da8 aber trotzdem die Atmung der 
Muskulatur durch Aktivatoren (nach Auswaschen in der von uns geiibten 
Weise) angefacht werden kann, zeigte eine weitere Reihe von Versuchen, 
in denen Hefekochsaft, Leberkochsaft und Thyroxin zur ausgewaschenen 
Muskulatur hinzugefiigt wurden: 


Versuch H (Nr. 22, Journal X). 


Normales Meerschweinchen Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitaten und der Riickenmuskulatur werden zu 100 cem Ringerlésung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein verrieben suspendiert. 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 cem Suspension in kalibrierten, etwa 
300 ccm fassenden GefiBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° ¢ 
geschiittelt. 


Portion A = ungewaschen. 
- B gewaschen, mit Zusatz von 0,5cem Hefekochsatt aus 
frischer Hefe. 
- C = gewaschen, ohne Zusatz. 
FiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,5 Proz. 


gewaschen = 13 


oy ” 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Muskulatur. 





CO,-Produktion ........ # 1,5 com 
LU... a ae a ee 1,49 
eth aes dk Se Ge ee ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB leem QO,. 
—. , Milchsaure Anorgan. HPO, 
mg mg my 
J eee ee 102 9 i) 
Nach 50 Minuten . . 96 11 s 
Bilanz —6 + 2 —I 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 0,5 cem Hefekochsaft), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 


ee eee ae ee 0,72 cem 
O,-Verbrauch ......... = 06,06 
Pe GS et baa nt ses, > SE 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB = 0,66 ccm. 





Zuckergehalt, ) 


berechnet auf Gluccse Milchsaure | Anorgan. HPO, 
mg . mg mg 
ee 88 2.7 5 
Nach 50 Minuten , . 90 2.9 5 
Bilanz +2 +02 0 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g¢ Muskulatur. 





ee ee ee 0,61 cem 
I ee ee 0,58 ,, 
= ee ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweib 0,45 ccm. 
=<... Milchsaure Anorgan H, PO, 
mg mg mg 
US. we) egw e-< 88 2,7 5 
Nach 50 Minuten . . 88 3.6 4 
Bilanz ro Lo9 ini 


+ 


Hier war also eine unzweifelhafte Steigerung der Atmung der aus- 
gewaschenen Muskulatur durch das Coferment der Hefe zu erzielen (0,66 
gegeniiber 0,45 ccm O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Eiwei®B der Musku- 
latur). 


Versuch J (Nr. 12, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitaten und der Riickenmuskulatur werden zu 100 ccm Ringerlésung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 cem Suspension in kalibrierten, etwa 
300 cem fassenden GefaiBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C 
geschiittelt. 


Portion A = ungewaschen. 
B gewaschen, mit Zusatz von 0,5 ccm Hefekochsaft aus 
frischer Hefe. 
( gewaschen, ohne Zusatz von Hefe. 
EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen 1,3 Proz. 
ye gewaschen 1,1 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Muskulatur. 





CO,-Produktion on as aah 1,2 cem 
CCR, 6 ss 5% ue @. 3 
co, O, 1 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweib 0,92 cem. 
Zuckergehalt, 
berechnet auf Glucose M.Ichsaure 
ng meg 
a re 100 16 
Nach 50 Minuten . . 103 195 
Bilanz 4-3 35 








ee 


f 
: 
; 
’ 
: 
: 
: 
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Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 0,5 ccm Hefekochsaft), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 


CO,-Produktion ........ =90,18ccm 
CO ee ee ee 0,35 cem 
IN ae 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB = 0,32 cem. 





Zuckergehalt, 


berechnet aut Glucose Milchsaure 
mg mg 
, Jen eae 90 45 
Nach 50 Minuten . . 83 47 
Bilanz —7 + 0,2 


Portion C (ungewaschen), berechnet auf 10 g¢ Muskulatur. 


CO,-Produktion ........ = 0,19ccm 
a ee ee 0,20 
8 ae ee a 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g EiweiB = 0,18 ccm. 





Zuckergehalt, 


berechnet aut Glucose Milchsaure 
mg mg 
oo... 2>4 eae 90 45 
Nach 50 Minuten . . 80 8.0 
Bilanz —10 + 3.5 


Auch hier l&aBt sich eine Steigerung des durch Auswaschen niedrig 
gewordenen Atmungswertes nach Zusatz von Hefekochsaft nachweisen 
(berechnet auf 1 g EiweiB der Muskulatur ungewaschen 0,92 ccm O.,, ge- 
waschen 0,18 ccm, nach Zusatz von Hefekochsaft 0,32 Proz.). 


Wir fiigen nunmehr einen Versuch mit Zusatz von Leberkochsaft an: 


Versuch K (Nr. 1, Journal X11). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitéten und der Riickenmuskulatur werden zu 100 ccm Ringerlosung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200ccm destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30cem Suspension in kalibrierten, 
etwa 300 ccm fassenden GefaBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 
40°C geschiittelt. 


Portion A = ungewaschen. 


B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5 ccm Leberkochsaft (1 : 1). 


- C = gewaschen, ohne Zusatz. 
tiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,5 Proz. 
oe os gewaschen = 0,97 ,, 





bw ro 


+2 rf 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Muskulatur. 











t 
CO,-Produktion . ....... = 0,98ccm 
Op-VORREOM ttc te BOT Dp 
es da aes tere 
O,-Verbrauch, pro Gramm Eiwei8 der Muskulatur berechnet = 0,47 ccm. 
ew Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg my 
RN 9 a Mi Ls al 90 22.5 6 
Nach 50 Minuten . . 92 27,5 5 
Bilanz +2 + 50 —I 
Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 0,5 cem Leberkochsaft), berechnet 
auf 10g Muskulatur. 
CO,-Produktion ........ 0,08 cem 
OR ee ee 
ts ete wie 5 ek 
O,-Verbrauch, pro Gramm Eiwei8 der Muskulatur berechnet = 0,63 ccm. 
Zuckergehalt. 
berechnet = Glucose Milchsaure Anorgan. H; PO, 
mg meg my 
ae oe 84 19,2 ? 
Nach 50 Minuten . . 88 23,3 ? 
Bilanz +4 +4 ? 
ig ; 
n Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Muskulatur. 
e- CO,-Produktion ........ =0,llccm 
ee sos 2S cable do 0,11 ,, 
ni: OS ee eer 
O,-Verbrauch, pro Gramm Eiwei8 der Muskulatur berechnet = 0,11 cem. 
wa RE ny. Milchsaure Anorgan. H, PO, 
“ mg mg mg 
an : ; 
ee ee St 19 3 
Nach 50 Minuten . . 88 18 2 
n, 
. Bilanz +4 —I1 - | 
ei 
Resultat. Letgerkochsaft vermag die (ausgewaschene) Muskulatur zur 
) Oxydation wieder zu aktivieren. (Der Atmungswert pro Gramm Eiweil 


sinkt von 0,47 ccm O, nach dem Auswaschen auf 0,11 cem O, und wird 
durch Leberkochsaft auf 0,63 cem O, aktiviert.) 


Wir fiigen noch zwei Thyroxinversuche an. 








; 
; 
' 
. 
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Versuch L (Nr. 14, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Muskulatur aus den hinteren 
Extremitaten und der Riickenmuskulatur werden zu 100 ccm Ringerlésung 
(mit 0,1 Proz. Glucose, aber ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Minuten 
lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 cem Suspension in kalibrierten, etwa 
300 com fassenden GefiBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° ( 


geschiittelt. 


Portion A ungewaschen. 
a B gewaschen, mit Zusatz von 1 mg Thyroxin. 
Cc gewaschen, ohne Zusatz. 


. 


EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen 1,0 Proz. 


gewaschen as « 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Muskulatur. 


CO,-Pro@umtiom . . «ss 2 eo 1,20 cem 
O,-Verbrauch a. ae 
Clee sees es es ! 

O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Eiweib der Muskulatur 1,22 ccm. 





Zuckergchalt, 


berechnet auf Glucose Milchsaure 
mg mg 
wo «9a, « § ¥%s 78 10.0 
; Nach 50 Minuten. . 77 12.0 
Ee 
: Bilanz —I 20 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 1 mg Thyroxin), berechnet aut 


10g Muskulatur. 








) 

CO,-Produktion ........ = 0,62ccm 

-verwemeem 2. wt ttl le Rs, 

: co, O, 0,28 

O,-Verbrauch pro Gramm Ejiweifi der Muskulatur = 4,5 cem. 
yh. Zu-kergehalt, 
- berechnet auf Glucose Milchsaure 
: mg mg 
hee 2 oe 74 40 

: Nach 50 Minuten . . 78 3.0 

Bilanz +4 —1 

: 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz von Thyroxin), berechnet auf 10 ¢ 





- Muskulatur. 

i . - 

ae eR eee ee 0,51 cem 

» ee ae ee 0.35 

om 0 Sea eee 

O,-Verbrauch, berechnet auf 1g Muskulatur 0,7 cem. 

we . : ‘ 

‘4 Resultat. Wesentliche Steigerung des O,-Verbrauchs der Muskulatur 
durch Thyroxin trotz Auswaschens. Es steigt (pro Gramm Eiweib der Mus 
kulatur berechnet) der Atmungswert von 0,7 ccm, gewaschen (gegeniiber 
1,22 cem ungewaschen), auf 4,5 c¢em unter Thyroxin. 

Versuch M (Nr. 19, Journal X). 
Parallelversuch zu vorigem Versuch. 
Portion A ungewaschen. 
B gewaschen, mit Zusatz von | mg Thyroxin. 
c gewaschen, ohne Zusatz. 
EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen 1.5 Proz. 
=e gewaschen 1.4 
Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g¢ Muskulatur. 
CO,-Puodubtion . se tiee ss 1,24 ccm - 
OO FRR. Se ee 1,19 
OS 1 
O,-Verbrauch pro Gramm Ejiweil der Muskulatur 0,79 cem. 
Zuckergehalt . 
berechnet auf Glucose Milchsaure Anorgan. HPO, 
mg mg mg 
NN a 87 14 Ww 
Nach 50 Minuten. . 93 17 8 
at Bilanz - 6 on a 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 1 mg Thyroxin), berechnet aut 
10g Muskulatur. 





CO,-Produktion . .. +. +++«s 0,82 com 
eee ee 1.9 
RU nk od. ts secs 
O,-Verbrauch pro Gramm Ejiweif der Muskulatur 1,4 ccm. 
=. , Milchsaure Anorgan H PO, 
mg mg mg 
Br ee ae 82 6 7 
Nach 50 Minuten . . 78 4 i 
Bilanz —4 —2 — 1 
Biochemische Zeitschrift Band 164 15 








zs 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g¢ Muskulatur. 


CO gs 4 es we 0,7 cem 
PRUNE 6. nh 6) Shee aes 0,7 » 
PIE (6 0t.9* 36), car eae, we We! gs 1 


O,-Verbrauch pro Gramm Eiweif der Muskulatur = 0,5 ccm. 





Zuckergehalt, 


berechnet auf Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
Si de So oan et gl 82 6 7 
Nach 50 Minuten . . 83 7 5 
Bilanz +} ii 9 = 


Zusammenfassend kann man auch an diesem Versuche eine wesentliche 
Steigerung der Atmung der ausgewaschenen Muskulatur durch Thyroxin 
konstatieren (pro Gramm Eiweifgehalt sinkt der O,-Verbrauch von 0.79 cem 
nach Auswaschen auf 0,5 ccm und steigt durch Thyroxin auf 1,4 ccm an). 


Um nun ein umfassenderes Urteil iiber die Insulinwirkung geben zu 
kénnen, stellen wir der Insulintabelle (s. Tabelle I) hier eine Tabelle (11) 
der erhaltenen Werte mit den Aktivatoren Muskelkochsaft, Hefekochsaft, 
Leberkochsaft und Thyroxin gegeniiber. 





° Tabelle 11. 
| deren tee Ht Gee ke Meckebser |. St¥igerung 
Vers waschenen “92 waschenen ©02 Zusatz unter Zusatz © O2 Heenmunc 
such =Muskulatur ©, Muskulatur Op» des Aktivators ges Aktivators O» der . 
com O» com O» eem O» Atmung ? 
F 0.7 l 0.76 0.3  Muskelkochsaft 0,49 0,65 Hemmung 
G 0,65 l 0,38 0,3 z 0,22 1,1 
H 1,0 l 0,45 1,0  Hefekochsatt 0,66 0,84 Steigerung 
J 0,92 l O18 0,95 . 0,32 05 a 
K 0,47 13 0,11 1,0  Leberkochsaft 0,63 013 a 
L l 22 l 0.7 1,4 Thyroxin 45 0,28 ~ 
M 0,79 l 05 10 4 14 0,43 a 


Stellt man diese Tabelle der Insulintabelle (Tabelle 1) gegeniiber. 
so zeigt sie eine gewisse Ahnlichkeit hinsichtlich der Férderung bzw 
Hemmung. Einen Hemmungskérper hat in unseren Versuchen nur 
der Muskelkochsaft, wahrend Hefekochsafi, Leberkochsaft und Thyroxin, 
letzteres in ausgeprigter Weise, als Augmentatoren des Atmungs- 
prozesses sich darstellen, quantitativ aber kaum in anderer Weise als 
das Insulin, so daB wir uns aus dem Vergleich der Tabellen I und II 
ohne weiteres den Schlu8 erlauben kénnen, daB das Insulin einen 
fordernden EinfluB auf die Atmung der ausgewaschenen Muskulatur hat, 
der allerdings auch ein hemmender sein kann. Von welchen Momenten 
Hemmung oder Férderung abhingt, laBt sich aus diesen Versuchen 
nicht ableiten. 
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Im AnschluB an die Untersuchungen tiber den EinfluB des Insulins 
auf die Atmung der gewaschenen Muskulatur haben wir eine Reihe 
ganz abhnlich angelegter Atmungsversuche an der gewaschenen Meer- 
schweinchenleber durchgefiihrt unter Zusatz von Insulin und, zum 
Vergleich, anderer aktivierender Ingredienzien wie Muskelkochsaft, 
Leberkochsaft, Pankreaskochsaft, Hefekochsaft, Thyroxin. 


Versuch N (Nr. 4, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 100 ccm 
Ringerlésung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben sus- 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200ccm destillierten Wassers 
15 Minuten lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 ccm Suspension in kalibrierten, etwa 
300 ccm fassenden GefaBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40°C 
geschiittelt. 


Portion A ungewaschen. 
in B = gewaschen, mit Zusatz von 2 Einheiten I[luglandol. 
Cc gewaschen, ohne Zusatz. 
Eiweibgehalt der Suspension, ungewaschen 1,3 Proz. 


gewaschen * a 


. * ry 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Leber. 





eee ee eee 1,30 com 
O,-Verbrauch eee > 
SS Fok eee A ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g EiweiB der Leber = 0,98 com. 
— , Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg me 
ee 92 5 10 
Nach 50 Minuten . . 91 65 10 
Bilanz —l 15 0 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 2 Einheiten Iluglandol), be- 
rechnet auf 10g Leber. 


CQ,-Produktion . ....+--: 0,24 cem 
OO eee ee ee 0,27 ., 
CN Sd orctai XK ie a. <0 ee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1g LebereiweiS 0,23 cem. 





a... , ea Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg me meg 
a re 95 1.6 lo 
Nach 50 Minuten . . 116 6.6 12 
Bilanz + 21 +50 9 
15* 





Se ee 


ee ee 











| 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g¢ Leber. 








OG -2wegueeomn 2 ww 0,10 cem 
ES ss oc os ee as O15 
ee. Se 9 Eterna  ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g LebereiweiB = 0,13 ccm. 
=. , Milchsaure Anorgan. Hy PO, 
mg mg mg 
a 95 1.6 10 
Nach 50 Minuten . . 95 4.2 13 
Bilanz mL + 2.6 +3 


Es ergibt sich durch 2 Einheiten Iluglandol eine allerdings in der Fehler- 
grenze liegende minimale Erhéhung des Atmungswertes (berechnet aut 
1g EiweiB) ungewaschen 0,98, gewaschen 0,13, mit Insulin 0,23 cem O,- 
Verbrauch. 


Versuch O (Nr. 9, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 100 cen 
Ringerlésung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben sus 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200ccem destillierten Wassers 
20 Minuten lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 ccm in kalibrierten, etwa 300 ccm 
fassenden GefaBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschiittelt 


Portion A ungewaschen. 
B gewaschen, mit Zusatz von 4 Einheiten Iluglando! 
- Cc gewaschen, ohne Zusatz. 
EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen 1,3 Proz. 
gewaschen 0.7 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Leber. 
eee ee 0.82 cem 
O,<Voemeamen .. ec en sie WO 
PS ss a + 2 I 





O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweif = 0,64 ccm. 
Zuckergehalt, 
siete a , —_ Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
ee ik 93 3.8 12 
Nach 50 Minuten . . 103 45 30 
Bilanz + 10 + 07 +. 18 
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Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 4 Einheiten Lluglandol), be- 
rechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion .... 2s: 0,24 ccm 
Ace as se oe 0,36 ,, 
CRM $6 -ws 5 cls Se eee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweib 0,5 cem. 





Zuckergehalt, . > 
berechnet auf Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg my mg 
WN ao «te a 66 2,5 22 
Nach 50 Minuten . . 78° 15 22 
Bilanz + 12 10 +0 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 ¢ Leber. 





CO,-Peodulttion . . 1.2 6 ees 0,25 cem 
Op-Vae 6 SSE oe eR 
ig a 
O,-Verbrauch, berechnet auf lg Lebereiweii = 1,4 ccm. 
— , ao Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
ee 66 25 22 
Nach 50 Minuten . . 68 20 25 
Bilanz +2 —O5 +3 


Hier ist durch Insulinzusatz eine deutliche Hemmung zu konstatieren ; 
das Auswaschen der Leber steigert die Atmung [von 0,64 auf 1,4 ccm O,, 
Insulin (4 Einheiten) driickt die Atmung auf 0,5 cem O,-Verbrauch herab]. 


Versuch P (Nr. 10, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 100 cem 
Ringerlésung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCOQ,) fein zerrieben sus- 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200ccm destillierten Wassers 
20 Minuten lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 ccm in kalibrierten, etwa 300 cem 
fassenden GefaiBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschiittelt. 


Portion A ungewaschen. 


- B = gewaschen, mit Zusatz von 6 Einheiten Iluglandol. 
-_ C = gewaschen, ohne Zusatz. 

EiweiBgehalt der Suspension, gewaschen = 1,3 Proz. 
9 °° = ungewaschen ae ‘és 











— eee 


a, 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Leber. 





CO,-Produktion 1,41 cem 
O,-Verbrauch * = 
CO, 0, l 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweif 1,08 ccm. 
=... Milchsaure Anorgan. Hy PO, 
mg mg mg 
re 63 2,7 8 
Nach 50 Minuten . . 80 4.0 9 
Bilanz + 17 + 13 l 


Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 6 Einheiten Iluglandol), be- 


rechnet auf 10g Leber. 
CO,-Produktion 


1,69 cem 





O, -Versuch 2,60 
co, 0, = 0,65 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g LebereiweiB = 2,17 ccm. 
_.. Milchsaure Anorgan. H, PO, 

meg mg mg 
. « os « « 64 3.5 9 
Nach 50 Minuten . . 64 3.5 10 
Bilanz Lo £0 a 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion 


= 1,ll cem 





O, -Verbrauch = 2,01 ,. 
co,,O, . 0,55 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiwei8 = 1,67 ccm. 
—_. Milchsaure Anorgan. H, PO, 

mg mg mg 
Pele se at's 64 3,5 9 
Nach 50 Minuten . . 64 3,5 9 
Bilanz +0 +0 +0 


Trotzdem sich in den gewaschenen Portionen mit und ohne Insulin- 
zusatz keine Bewegung in den intermediadren Vorgangen zeigt, steigt nach 











M4 
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Auswaschen der Leber die Atmung pro Gramm Eiwei® berechnet von 1,08 
auf 1,67cem O,-Verbrauch an und wird durch Insulin (6 Einheiten Ilu- 
glandol) auf 2,17 cem gesteigert. 


Versuch Q (Nr. 23, Journal X). 


Hungermeerschweinchen (48 Stunden Hunger). Zweimal 10g Leber 
werden zu 100 ccm Ringerlésung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) 
fein zerrieben suspendiert, nachdem die eine Portion mit 200 cem destillierten 
Wassers 20 Minuten lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 ccm in kalibrierten, etwa 300 cem 
fassenden GefaéBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschiittelt. 


Portion A = ungewaschen. 
as B = gewaschen, mit Zusatz von 10 Einheiten englischen 
Insulins Booth. 
ee C = gewaschen, ohne Zusatz. 
EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen = | Proz. 
9 o ee gewaschen = |] 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Leber. 





CL eee 1,17 cem 
OR See 1,14 
8 eee ae ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweib 1,14 ccm. 
—_. Milchsaure Anorgan. Hy PO, 
mg meg meg 
are 90 24 20 
Nach 50 Minuten . . 98 3.1 29 
Bilanz +8 + 0,7 + 9 


Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 10 Einheiten Insulin ., Booth“), 
berechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion ....... . =0,32ccm 
De vee SS ae we 8S 0,40 ,, 
SIC ee oe tee oo ae 


O,-Vierbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiwei®B = 0,40 com. 





Zuckergehalt. 


berechnet auf Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
ee 82 13 17 
Nach 50 Minuten . . 66 O5 13 
Bilanz — 16 O8 4 





+ SE Powers er ow 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion ........ = 0,27 ccm 
O,-Verbrauch ......... = O% 
eo ee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g LebereiweiB 0,24 cem. 








—. , Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
OOS Se a 82 13 17 
Nach 50 Minuten . . 71 1,2 17 
Bilanz 1] —0,1 +0 


Hier sinkt die Atmung durch Auswaschen von 1,14 cem O,-Verbrauch 
auf 0,24 cem und wird durch 10 Einheiten auf 0,4 cem gesteigert. 


Versuch R (Nr. 18, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 100 ccm 
Ringerlésung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben suspen- 
diert, nachdem die eine Portion mit 200 cem destillierten Wassers 20 Mi- 
nuten lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 ccm in kalibrierten, etwa 300 ccm 
fassenden GefiBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschiittelt. 


EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,4 Proz. 
gewaschen 0,8 ,, 


” ” ” 


Portion A = ungewaschen. 
B gewaschen, mit Zusatz von 0,5 ccm Pankreaskochsaft 
ey * 
‘ Cc gewaschen, ohne Zusatz. 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g LebereiweiB. 


CO,-Produktion ........ = 1,30ccm 
OR eee eee ee CCU 
TC a iw ee tteet 6 le ced 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g LebereiweiB = 0,92 ccm. 





Oe Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
TG © <a ara ee 125 2.5 14 
Nach 50 Minuten . . 143 35 40 


Bilanz +18 - 10 + 26 
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Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 0.5ccem Pankreaskochsaft), 
berechnet auf 10¢ Leber. 





CO,-Produktion ........ 0,30 cem 
ee ee ee 0.56 .. 
ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweib 0,7 cem. 
—. , Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
a 68 20 28 
Nach 50 Minuten . . 64 10 10 
Bilanz 4 10 18 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Leber. 


CO Pee@uiiem «2 i 2k es « 0,01 cem 
Gwe 6 4s wee 0,40 
Were = ees coe os 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweib 0,5 cem. 





Zuckergehalt, 


berechnet auf Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
SS era 68 26 28 
Nach 50 Minuten . . 69 Lo 20 
Bilanz + 1 1.6 8 


Auch hier zeigt die Zugabe von Pankreaskochsaft eine Steigerung der 
Atmung bei der ausgewaschenen Muskulatur (berechnet auf 1 g Leber- 
eiweiB: ausgewaschen von 0,5cem O,-Verbrauch auf 0,7 ccm gegeniiber 
0,92 cem in ungewaschener Leber). 


Versuch S (Nr. 24, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 100 ccm 
Ringerlésung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben sus- 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200ccem destillierten Wassers 
20 Minuten lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30cem in kalibrierten, etwa 300 ccm 
fassenden GefaBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschiittelt. 


EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen = 1,2 Proz. 
- ee gewaschen 3 oe 
Portion A ungewaschen. 
B gewaschen, mit Zusatz von 0,5 ccm Hefekochsaft. 
ad ( = gewaschen, ohne Zusatz. 





SSS 


sas 


; 





eect ata 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10¢ LebereiweiS. 
1,28 cem 
Eee ws 

l 


CO,-Produktion 
O,-Verbrauch 
CO, 0, . 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebersubstanz = 1,03 ccm. 





. , Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
Vorher . So ee ee 80 15 
Nach 50 Minuten . . 114 3.6 
Bilanz + 34 + 21 


Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 0,5 ccm Hefekochsaft). be- 


rechnet auf 10¢ Leber. 
CO,-Produktion 


1,72 ccm 





O,-Verbrauch 1,64 ,, 
co,/0, 1,05 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g LebereiweiB = 1,4 ccm. 
— , ae Milchséure Anorgan. H, PO, 

mg mg mg 
Vorher . . sis a a 64 0.6 9 
Nach 50 Minuten . . 66 05 8 
Bilanz +2 —0,1 -1 


berechnet auf 10g Leber. 
CO,-Produktion = 0,72 cem 


O, -Verbrauch = 0,76 
a eae a ee 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g LebereiweiB =- 0,7 ccm. 





Zuckergehalt, 
berechnet e Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
4 
i. eee 64 0,6 if) 
Nach 50 Minuten . . 64 06 10 
Bilanz +0 +0 l 


Hefekochsaft aktiviert die ausgewaschene Leber sehr erheblich 
zur Atmung (von 0,7cem O,-Verbrauch auf 1,4cem, wahrend die 
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nicht ausgewaschene Leber pro Gramm _  Lebereiweili einen O,- 
Verbrauch von 1,03cem hat). 


Versuch T (Nr. 8, Journal X). 

Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 g Leber werden zu je 100 cem 
Ringerlésung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCOQO,) fein zerrieben sus 
pendiert, nachdem die eine Portion mit 200ccm destillierten Wassers 
20 Minuten lang gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 ccm in kalibrierten, etwa 300 ccm 
fassenden GefaBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschiittelt. 


EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen 1,2 Proz. 


gewaschen 1,1 


Portion A ungewaschen. 
B = gewaschen, mit Zusatz von 0,5 ccm Hefekochsaft. 
C = gewaschen, ohne Zusatz. 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Leber. 


CO,-Pro@ektiom . 2.2.6 6 es 1,2 cem 
ee eee ee ee ee 12 
a eee 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweil 1,0 com. 





Zuckergehalt, 


berechnet auf Glucose Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg ming 
NE oe a es ly 82 45 4 
Nach 50 Minuten . . 81 25 10 
Bilanz —I! 20 A 3 


Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 0,5ccem Hefekochsaft), be- 
rechnet auf 10g Leber. 





CG, -Pre@uittiom . 0 1s st ee 1,94 cem 
CO 1,94 ,, 
SE a, 5-4. ¢-a aw ke, 
O,-Verbrauch, berechnet ‘auf 1 g Lebereiweif = 1,77 cem. 
=, ae Milchsaure Anorgan. Hy PO, 
mg mg mg 
INES. sar an im la, 96 20 5 
Nach 50 Minuten . . 96 2.0 8 
Bilanz £0 +0 LO 
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Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Leber. 


CO,-Produktion ........ = 0,5l. ccm 
Ci ATUUROE cc wee ee es a ee ff 
OY ee ae ae 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g LebereiweiB = 0,46 ccm. 





Zuc i 
sesuchnet off Checese Milchsaure Anorgan. Hj PO, 
mg mg mg 
| SR Pain eee ae 96 20 ~ 
Nach 50 Minuten . . 100 3.0 8 
Bilanz +4 + ] +0 


Hefekochsaft aktiviert die durch Auswaschen der Leber von 1,0 auf 
0,46 cem O,-Verbrauch gesunkene Leberatmung auf den Wert von 1,77 cem 
(berechnet auf 1 g Lebereiweif). 


Versuch U (Nr. 15, Journal X). 


Normales Meerschweinchen. Zweimal 10g Leber werden zu 190 ccm 
Ringerlésung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCQ,) fein zerrieben suspen- 
diert, nachdem die eine Portion mit 200 ccm destillierten Wassers 20 Mi- 


nuten lang gewaschen worden war. 


Es werden drei Portionen zu je 30cem in kalibrierten, etwa 300 ccm 
fassenden GefaiBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschiittelt. 


EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen 1,3 Proz. 
gewaschen 1,0 


Portion A = ungewaschen. 
B = gewaschen, mit Zusatz von 1 mg Thyroxin. 


Pr 


C = gewaschen, ohne Zusatz. 


*° 


Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Leber. 





CO,-Produktion ....... . = 0,89ccem 
O,-Verbrauck, ......,.. . = 0,86 
: ; 
CL. @ tie aeee « © wee ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g LebereiweiB = 0,66 ccm. 
— , ae Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 

WEG & «.6 « 97 55 10 


Nach 50 Minuten ; 101 5,5 ll 
Bilanz 4 +O +1 








if 


n 
\- 
i- 
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Portion B (gewaschen, nach Zusatz von 1 mg Thyroxin), berechnet 
auf 10g Leber. 


ee a ee 0,47 com 
ae ae ee ae 0,56 .. 
ee ee ee O84 


O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweib 0,56 cem. 





ae . 
—_. . Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
bi ok Awe 6 9 40 14 
Nach 50 Minuten . . ao 3.0 10 
Bilanz ro l 4 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10g Leber. 





CO,-Produktion ....6.0468s 0,51 cem 
ee er ee 0.74 ., 
we ae a ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweib 0,74 com. 
a  - Milchsaure Anorgan. H, PO, 

mg mg mg 
 _ Sere oO 40 14 
Nach 50 Minuten . . 92 40 11 
Bilanz . 2 eo 3 


Img Thyroxin, als Zusatz zur gewaschenen Leber, beeinfluBt den 
Atmungswert der Leber im Sinne einer geringen Erniedrigung (0,66 cem 
O,-Verbrauch der nicht gewaschenen Leber, 0,74 ccm der gewaschenen 
Leber und 0,56 cem der gewaschenen mit Zusatz von Thyroxin). 


Versuch V (Nr. 16, Journal X). 

Normales Meerschweinchen. Zweimal 10 ¢ werden zu 100 cem Ringer 
lésung mit 0,1 Proz. Glucose (ohne NaHCO,) fein zerrieben suspendiert, 
nachdem die eine Portion mit 200 cem destilierten Wassers 20 Minuten lang 
gewaschen worden war. 

Es werden drei Portionen zu je 30 cem in kalibrierten, etwa 300 com 
fassenden GefaBen mit Dreiwegehahn 50 Minuten lang bei 40° C geschiittelt. 


EiweiBgehalt der Suspension, ungewaschen 1,5 Proz. 
a as ‘ gewaschen 0.9 
Portion A ungewaschen. 
is B gewaschen, mit Zusatz von 0,5cem Muskelkochsaft 
(1:1). 
” Cc gewaschen, ohne Zusatz. 





VS 


=a 


} 
{ 
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Portion A (ungewaschen), berechnet auf 10g Leber. 





CO,-Produktion . ... + 2s. 0,86 com 
eee 2 wwe we we 0,89 
I Sn. sens: te hw ce 9 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweib 0,59 ccm. 
berechnet sat Glucose —-«Milchsiure = Anorgan. HP 0, 
mg mg mg 
NR a er 143 94 1] 
Nach 50 Minuten . . 166 75 14 
Bilanz + 23 19 3 


Portion B (gewaschen, mit Zusatz von 44 cem Muskelkochsaft) berechnet 
auf 10¢ Leber. 





CO,-Produktion ........ 0,072 cem 
a 0,29 
0 a 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1 g Lebereiweib 0,32 ccm. 
Zuckergehalt, ” 
berechnet auf Glucose Ailchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
q 
a 83 20 10 
Nach 50 Minuten . . 80 2.5 12 
: Bilanz 3 +05 +2 


Portion C (gewaschen, ohne Zusatz), berechnet auf 10 g Leber. 








CO,-Produktio ........ 0,09 cem 
; ee ee eee ee eee | ee 
: 
. ee ee ee 
O,-Verbrauch, berechnet auf 1g LebereiweiB = 0,12 ccm. 

{ o>» Milchsaure Anorgan. H, PO, 
mg mg mg 
+4 

Pea ee ee 83 2.0 10 
2 Nach 50 Minuten . . 90 2.0 10 
Bilanz 7 +0 +0 
a 
: Der Zusatz von Muskelkochsaft hebt die von 0,59 cem O,-Verbrauch } 
} der ungewaschenen Leber auf 0,1 cem der gewaschenen Leber herabge- 
sunkene Atmung auf 0,32 ccm. 
Stellen wir nunmehr alle unsere Werte der Leberatmung tabellarisch ; 
. zusammen: 


' 
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Aus dieser Tabelle ist ersicht- 
lich, daB auch die ausgewaschene 
Leber durch Insulin in bezug auf 
die Atmung beeinfluBt wird; in 
der Dosis von 2 bis 4 Einheiten 
ist vielleicht eine geringe Steigerung 
bzw. Hemmung abzulesen, doch 
haben die Dosen von 6 bis 10 Ein- 
heiten eine Steigerung aufzuweisen, 
allerdings steht diese Steigerung 
wesentlich der Steigerung nach, wie 
sie durch Hefekochsaft an der Leber- 
atmung erzielt werden kann. 


Reihe I. 
(Von Brugsch und Horsters.) 


Um den Einflu8 des Insulins 
auf die Atmung der Muskulatur zeit- 
lich quantitativ fassen zu kénnen, 
bedienten wir uns des Prinzips 


i 











Abb. 1. 


des Barcroftschen Differentialmano- 
meters, wobei wir als Respirometer 
Trége verwandten, wie sie Abb. | 


zeigt. Es wurden bei den Ver- 


suchen stets zwei gleiche Trége 
verwendet von 25 ccm Kapazitat, 


Tabelle 111. 
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Atmung der 


Atmung der 


Atmung der 
ungewaschenen 


aschenen CO, 


Leber 


CO, 


waschenen 


Steigerung oder Hemmung ? 


ri 
O» 


ber unter 


dem Aktivator 


Zusatz des Aktivators 


on 


gew 


O. 


Leber 


unge 


Versuch 


com O, 


com O, 


com O, 


geringe Steigerung 


0.90 
0,66 
0,65 
0.80 


0,23 


0.50 


a) 
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Lluglandol 


E. 
4 - 


0,67 2 
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0.98 
0.64 


Hemmung 
deutliche Steigerung 
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46 
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0 
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17 
0.40 
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0.70 


0,5cem Pankreaskochsaft 


3 


O” 
A 


SO 


m7 


0.92 


0,54 


239 


ebenso 
geringe Hemmung 


Steigerung 


Ee oo 
SSan 
sreln 
recom 
-_ os 
= 
-_ 
3 Z 
= §¢% 
Spon 
LAs 
sO = Ss 
e2e Sa 
oan « 
— _— = 
_ < _ 
2 OF 
= ss 
) = 
oS m= 
6 “4 
~~ 6 
a Ps 
S 
Lee = 
SESE 
s-csc 
_— a 
i >) 
ae 
Se ees 
eecoce 
ox om os xe 
thin a 
=== 
—— i -- 
«ls 
nLn=-—> 





== 











SS SS a eee 





240) Th. Brugsch, H. Horsters u. J. Vorschiitz: 


die dem Barcroftschen Differentialmanometer angeschlossen wurden. 
Die Sperrfliissigkeit im Manometer war gefarbtes Nelkendl. Die 
Bindung der Kohlensiure geschah durch Glaskugeln, die mit 0,4 proz. 
Kalilauge befeuchtet waren und die sich in dem kleinen Trog K_ be- 
fanden. Die Respirometer befanden sich im Wasserbade, das in 
einer Richtung durch einen Motor geschiittelt wurde, das Differential- 
manometer war auben montiert. Geschiittelt wurde in einer Richtung 
etwa 100mal in der Minute. Zum Ausgleich der Temperatur 
wurde zunichst 10 Minuten geschiittelt und dann auf Nullstellung 
eingestellt. 

An dem Respirometer haben wir sodann noch eine seitliche in 
ihrem Halse drehbare Ampulle angebracht, um bequem ohne Druck- 
ainderung aus der seitlichen Ampulle die Testfliissigkeit (das geliste 
Insulin) zu einer bestimmten Zeit einflieBen lassen zu kénnen. 

Die zu den Versuchen benutzte Muskulatur wurde aus den hinteren 
Extremititen des Meerschweinchens, das nach der Tétung entblutet 
wurde, entnommen und dann sehr fein zerhackt. Jedesmal wurden 
in den einen Trog 2g (ungewaschene oder mit destilliertem Wasser 
gewaschene) Muskulatur gebracht und 4cem I proz. Kali-Phosphat- 
lésung (py, 6,3 bis py, 7) eventuell auch | ccm n/10 Lactatlésung gegeben. 
Die Versuche wurden unter O, durchgefiihrt. War nach einer gewissen 
Zeit (meist nach 20 Minuten vom Beginn der Ablesung) der O,-Ver- 
brauch konstant geworden, so wurde durch Umdrehen der seitlichen 
Ampulle nach oben das Insulin auf die Muskulatur gegossen und die 
Anderung des O,-Verbrauchs weiter verfolgt. Wir tiberzeugten uns bald, 
daB fiir die Muskelversuche, die sich nicht linger als 1 Stunde aus- 
dehnten, die Hinzufiigung von n/i0 Lactatlésung tiberfliissig ist, da 
der Muskel, selbst wenn er hochgradig ausgewaschen ist, immer noch 
geniigend Milchsaure besitzt, die ihm als Atmungsmaterial dienen kann. 
Die Zahl der von uns durchgefiihrten Versuche betrigt tiber 80; wir 
sehen davon ab, jeden einzelnen Versuch hier anzufiihren. 





Uwe z Versuch 1 (Nr. 79, Journal R, VI). 
8 , oe ; 
S 2 ¢ frischer Meerschweinchenmuskel 
0,24 
+s (ungewaschen) + 4cem 1 proz. Phosphat- 
S ‘ : 
= lésung, py 6,3; Zusatz von | Einheit Insulin 















0,16 (Kahlbaum) unter O, (s. Abb. 2). 

Resultat: Keine Steigerung des O,- 
0.08 } Verbrauches durch eine Einheit Insulin. 
~y | Versuch 2 (Nr. 72, Journal R, V.). 
§ 0 - ae ae. 2 g Meerschweinchenmuskel (70 Minuten 


Ab». 2 gewaschen mit der 200fachen Menge 











n 





Intermediérer Kohlenhydratumsatz. XII. 241 


destillierten Wassers) + 4 cem | proz. Phosphatlésung, p, 6,3; Zusatz 
5 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 3). 


Resultat: Keine Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 3 (Nr. 73, Journal R, V.). 


Derselbe Versuch mit der gleichen Muskulatur; Zusatz 10 Einheiten 
Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 4). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 
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Abb. 5. Abb. 6 


Versuch 4 (Nr. 62, Journal R, V.). 


2 g normaler Meerschweinchenmuskel (45 Minuten mit der 200- 


fachen Menge destillierten Wassers gewaschen) + 4ccm Iproz. Phos- 
phatlésung, Py 6,3; Zusatz 8 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) 
(s. Abb. 5). 


Resultat: Keine nachweisbare Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 5 (Nr. 64, Journal R, V.). 


Derselbe Versuch mit 30 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) 
(s. Abb. 6). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 16 
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Versuch 6 (Nr. 81, Journal R, V1.). 


2g ausgewaschener Meerschweinchenmuskel (60 Minuten gewaschen) 
4ccm lIproz. Phosphatlésung, py, 6,3; Zusatz von 10 Einheiten Insulin 
(trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 7). 
Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 7 (Nr. 80, Journal R, VI.). 


2¢ frisch gewaschener Meerschweinchenmuskel, der 45 Minuten lang 
mit der 200fachen Menge destillierten Wassers gewaschen worden war, 
+ 4cem Iproz. Phosphatlésung, py = 6,3; Zusatz von 10 Einheiten 
Insulin (trocken, Kahklbaum) (s. Abb. 8). 

Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 8 (Nr. 60, Journal R, IV.). 
2 g Meerschweinchenmuskel, normal, 60 Minuten mit fiinffacher 
Menge destillierten Wassers ausgewaschen, -+- 4 ccm 1 proz. Phosphatlésung, 
Py 7; Zusatz von 10 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 9). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 9 (Nr. 71, Journal R, V.). 
2g normaler Meerschweinchenmuskel, 70 Minuten mit der 200fachen 
Menge destillierten Wassers gewaschen, +- 4cem 1lproz. Phosphatlésung, 
Py 6,3 + 10 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 10). 
Resuliat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 10 (Nr. 78, Journal R, VI.). 
2g normaler Meerschweinchenmuskel, 70 Minuten mit der 200fachen 
Menge destillierten Wassers gewaschen, + 4ccm 1 proz. Phosphatlésung, 
Py 6,3; Zusatz von 20 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) (s. Abb. 11). 


Resultat: Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 11 (Nr. 69, Journal R, V.). 
2g Meerschweinchenmuskel, normal, 60 Minuten mit der 200fachen 
Menge destillierten Wassers gewaschen, + 4ccm I proz. Phosphatlésung, 
Py 6,3; Zusatz 30 Einheiten Insulin (s. Abb. 12). 
Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 12 (Nr. 67, Journal R, V.). 
2g Meerschweinchenmuskel, normal, 60 Minuten gewaschen mit der 
200fachen Menge destillierten Wassers, + 4ccm Iproz. Phosphatlésung, 
Py 6,3, + leem n/10 Lactatlésung ; Zusatz 30 Einheiten Insulin. (s. Abb. 13). 


Resultat: Deutliche Steigerung des O,-Verbrauches. 


Versuch 13 (Nr. 70, Journal R, V.). 
2g normaler Meerschweinchenmuskel, ungewaschen, +- 4ccem 1 proz. 
Phosphatlésung, py 6,3; Zusatz 30 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum) 
(s. Abb. 14). 
Resultat: Sehr erhebliche Steigerung. 
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eindeutig: 
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Uberblicken wir die Gesamtheit dieser Versuche, so ist das Resultat 


In Dosen von | bis 8 mg macht das Insulin (zugesetzt zu 2 ¢ 


Muskulatur, hauptsachlich gewaschen) keine auffallige Steigerung; diese 
wird erst markant etwa von der Dosis 10 mg Insulin aufwarts. Das sind 
naturgemaéB exorbitant hohe Insulindosen, die schon keine physiologischen 


Beziehungen mehr aufweisen. 


Trotz allem lat sich aber in hohen Dosen, 


das sei nochmals betont, ein Einflu8 auf die Atmung nicht abstreiten. Es 
1l4Bt sich auch nicht etwa der Einwand machen, daB die Steigerung der 




















Atmung durch hohe Dosen dadurch 
bedingt sei, daB ein Desinfektions. 


Ore 

(2) mittel im Insulin wirksam werde. 

ans Um diesen Einwand zu widerlegen, 

: haben wir in dieser Versuchsreihe 

i nur das Trockeninsulin von Kahi- 
—- baum verwanat. 

(3) Andererseits ergab aber schon 

048 unsere erste Versuchsreihe, dal 

unter Umstanden dem Insulin eine 

040 hemmendeWirkung auf die Atmung 

zukommt. Die Voraussetzungen, 

032 /4) unter denen es zu einer solchen 

(5) hemmenden Wirkung kommt, er- 

gaben sich nun aus einer Reihe von 

a2¢ Beobachtungen, die wir hier in 

der Tabelle IV auffiihren, die simt- 

a lich an 2g Meerschweinchenmus- 

kulatur mit 4cem Iproz. Phos- 

008 (6) phatlésung, py 6,3, unter O, 

a durchgefiihrt worden sind und 

E : ; . : zwar mit der gleichen Methodik 

29 10 2 30" 4" S060 wie sie von A. v.Szent-G yorqyi (diese 


Abb. 15. 


1. OgsVerbrauch des normalen Muskels. 
2. Dasselbe. 3. Oo-Verbrauch des Mus 
kels eines 48 stiindigen Hungertieres, das 
auf 20 Einheiten Insulin einen hypogly- 
kamischen Komplex zeigte. 4. O2-Ver- 
brauch des Muskels eines 48 stiindigen 
Hungertieres, das 2 Stunden vor dem 
Tode 20 Einheiten Insulin bekam, ohne 
hypoglykamischen Komplex. 5. O2Vers 
brauch des Muskels eines 48 stiindigen 
Hungertieres. 6. O..«Verbrauch des Mus: 
kels eines 10 stiindigen Hungertieres, das 
nach 60 Einheiten Insulin cinen hypo- 
glykamischen Komplex zeigte. 


Zeitschr. 157, 50, 1925) beschrieben 
worden ist. Die Versuche zeigen, 
daB immer dann eine Hemmung 
der Atmung zu verzeichnen war, 
sobald das Tier sich im Hunger- 
zustand befand. Es muB also 
im Hunger eine Disposition der 
Muskulatur gegeben sein, durch 
die das Insulin hemmend auf die 
O,-Atmung wirken kann. Ganz 
besonders aber kann diese Hem- 
mung im hypoglykaémischen Sta- 
dium evident werden. 


In dieser Hinsicht ist eine Vergleichskurve Abb. 15 belehrend, die wir hier 
anfiihren. Die Versuche sind zwar an verschiedenen Tieren, aber mit gleicher 
Apperatur und unter gleichen quantitativen Verhaltnissen durchgefiihrt 
(2g Muskulatur + 4cem lproz. Phosphatlésung, py 6,3, + Leem n/10 
Lactat) und nur zum Vergleiche in eine Kurve eingetragen. Es zeigt sich, 


daB im Hunger (10 bis 48 Stunden) die Atmung des Muskels in dieser Kurve 
zwar tiefer liegt als die Atmung des normalen Muskels und da8 Insulin 
im hypoglykaémischen Komplex die Atmung bremsen kann (Kurve 6), jedoch 
nicht muB (Kurve 4). 
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Das sind am isolierten Muskel die gleichen Erfahrungen, die man auch 
am lebenden Tiere machen kann: meist wird eine Verminderung der O,- 
Atmung im hypoglykamischen Komplex gefunden. 


AbschlieBend diirfen wir daher sagen: In groBen, villig unphysiolo- 
gischen Dosen vermag das Insulin an der ungewaschenen wie ausgewaschenen 
normalen Muskulutar steigernd auf die Sauerstoffatmung zu wirken. In 
kleineren Dosen wirkt das Insulin gar nicht, mitunter steigernd oder auch 
hemmend. Im Hungerzustande iibt das Insulin einen hemmenden Einfluli 
auf die Muskelatmung aus, ganz besonders im hypoglykdmischen 
Komplex. Der Grund darf fiir letzteren Umstand vielleicht darin ge- 
sehen werden, dag durch die Umstellung auf die Kohienhydratsynthes: 
eine protoplasmatische Blockierung der Atmung hervorgerufen wird 
Jedenfalls ist aber das Insulin, was seine Einwirkung auf die Atmung 
anlangt, nicht als identisch mit dem Muskelcoferment bzw. dem Hefe- 
coenzym anzusehen, auch kann es nicht mit dem Hemmungskérper der 
Muskulatur identifiziert werden, der im Gegensatz zum Insulin nicht 
hitzebestindig ist. Die atmungshemmende Wirkung, ganz besonders 
bei Hunger, ist eine wahrscheinlich indirekte, wihrend die atmungs- 
aktivierende Einwirkung unphysiologisch groBer Dosen als direkte 
Wirkung angesprochen werden muB. 
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Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz 
(Bragsch und Horsters). 


XIIT. Mitteilung: 
Versuche iiber Bildung von Milchsiure in der Leber aus Essigsiure, 
Weinsiure, Malonsiure, Bernsteinsiure. 


Von 
S. Narita. 
(Aus der Il. medizinischen Klinik der Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Die Frage der intermediiren Bildurg von Zucker aus C-armeren 
Kohlenstoffverbindungen in der Leber 1éBt sich experimentell auf 
verschiedene Weise lésen : erstens durch den Nachweis der Anreicherung 
einer durchstrémten Leber an Glykogen, zweitens durch den Nachweis 
einer Vermehrung der Milchsaiure (eventuell des Zuckers) bei der 
Durchstrémung einer Leber nach Zusatz der Verbindung zur Durch- 
strémungsfliissigkeit, drittens durch den Nachweis einer der Zufuhr 
der niederen C-Verbindung entsprechenden Mehrausscheidung von 
Zucker beim pankreasdiabetischen bzw. phlorrhizindiabetischen Organis- 
mus. Die Glykogenanreicherung in der Leber einerseits und vermehrte 
Milchsaurebildung in der Durchstrémungsfliissigkeit andererseits als 
Grundlage des Nachweises des Uberganges in Zucker sind scheinbar 
Gegensitze, indessen nur zwei durch das Experiment gegebene Moda- 
litaten eines in der. Leberphysiologie begriindeten Mechanismus, der 
wohl widerspruchslos so gekennzeichnet werden darf, da der Uber- 
gang einer niederen Kohlenstoffverbindung im Zucker zunachst tiber 
die Milchsdurestufe geht (3 Kohlenstoffverbindungen) und von hier zum 
Glykogen und schlieBlich vom Glykogen zur Glykose. 

Das schwierigste Problem ist dabei experimentell die Erzeugung 
der intermediaren Glykogenstufe im Durchstrémungsversuche, die 
gewohnlich nur bei starken, fast unphysiologisch hohen Konzentrationen 
der Durchstrémungsfliissigkeit gelingt, wahrend die Bildung der Milch- 
siure im Durchstrémungsversuche auch bei niedrigen Konzentrationen 
der zugesetzten Verbindung nachweisbar wird. 
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Es schlieBen sich mithin die ersten beiden Methoden nicht nur 
nicht aus, sie miissen vielmehr experimentelle Erginzungen bilden, 
die ihre Bestatigung alsdann durch die dritte Experimentenreihe finden 
miissen, den Nachweis des Uberganges des fraglichen Kérpers in Zucker 
beim diabetischen Organismus. 

Wir haben nun auf Veranlassung des Herrn Prof. Brugsch im folgen- 
den die Frage des Uberganges von vier Kérpern in Milchsiure im 
Durchstrémungsversuch der iiberlebenden Hundeleber an der normalen 
Hundeleber untersucht, und zwar: Essigsiure, Bernsteinsiure, Malon- 
siure, Weinsiure. Von der Essigsiure wissen wir, daB sie beim diabe- 
tischen Organismus kein Zuckerbildner ist, wihrend sich die Bernstein- 
sdure als solcher erwiesen hat [Cremer')]. Dagegen hat sich nach Cremer 
die Malonsiure negativ erwiesen, waihrend uns iiber die Weinsiure 
keine entsprechenden Versuche bekannt geworden sind. Erwahnt sei 
nur noch, daB Ringer, Frankel und Jonas*) die Malonsaure fiir Zucker- 
bildner beim diabetischen Hunde ansehen — doch nennt Dakin die 
Versuche nicht iiberzeugend — und daB Pohl*) gefunden hat, dab 
Malonsiiure vom Hunde vollkommen oxydiert wird. Uber die Wein- 
siure besagen die Versuche von Brion*), daB im Tierkérper die 
l-Weinsaure besser oxydiert wird als die r-Weinsiure, doch konnten 
Neuberg und Saneyoshi®) keine solchen Unterschiede feststellen. Die 
Versuchsanordnung war folgende: 

Die Leber eines frisch entbluteten Hundes wurde nach dem Verfahren, 
wie es in der Il. medizinischen Klinik iiblich ist [vgl. O. Pribram*)]| mit 
Ringerscher Lésung (fiir Warmbliiter) durchstrémt; die Durchstrémungs- 
fliissigkeit enthielt 0,1 Proz. Glykose. Die Durchstrémung wurde bei 40° C 
vorgenommen und der Durchstr6émungsakt so im Druck reguliert, daB 
| Liter jeweils verwendeter Durchstrémungsfliissigkeit etwa 20 Minuten 
durch die Leber floB. Zunachst wurde dreimal die Leber jeweils durch- 
strémt, wobei nach jedesmaligem Durchstrémen in einer kleinen ent- 
nommenen Portion eine Zuckerbestimmung nach Folin-Wu und eine Milch- 
siurebestimmung nach Clausen-Meyerhof vorgenommen wurde. Auf diese 
Weise konnte zuniachst die in der Zeiteinheit von der Leber abgegebene 
Menge Milchsaéure bestimmt werden. Nach der dritten Durchstrémung 
wurde die Ringerlésung durch eine neve Ringerlésung ersetzt, die neben 
0,1 Proz. Glykose den entsprechenden Kérper in 0,1! Proz. Lésung als Na-Salz 
enthielt. Die Durchstrémung geschah in analoger Weise wieder dreimal, 
wobei entsprechende Bestimmungen des Zuckers und der Milchséure vor- 
genommen wurden. Die Versuche wurden bei 40°C im Durchblutungs- 
apparat durchgefiihrt. 


') Cremer, Berl. klin. Wochenschr. Nr. 31, 1923, S. 1457. 

2) Ringer, Frankel und Jonas, Journ. Biol. chimic. 14, 539, 1913. 
3) Pohl, Arch. f. exper. Path. u. Pharmak. 37, 413, 1895. 

*) Brion, Zeitschr. f. phys. Chem. 25, 283, 1898. 

5) Neuberg u. Saneyoshi, diese Zeitschr. 36, 32, 1911. 

*) Pribram, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 10, 279. 
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I. Versuche mit Essigsaure. 


Versuch A (normale Hundeleher ). 





Zahi der a 5 ae Glykose Milchsaure 
Derchstromungen Min. agfves. agfves. 
Vorversuch. 

l 20 116 29 
2 20 107 42 
3 20 125 41 


Hauptversuch nach Zusatz von 0,1 Proz. essigsauren Na. 


l 20 127 40 
2 20 124 36 
3 20 128 42 


Resultat: Da sich die Milchsiurewerte der Hauptperiode nicht tiber 
die Werte der Vorperiode abheben, ist mit Eindeutigkeit zu sagen, daB sich 
ein Ubergang von Essigséure in Milchséure nicht hat auffinden lassen. 


B. Durchstrémungsversuch an einer normalen Hundeleber. 





. Zeit di = 
Zahl der a.) Sa Glykose Milchsaure 
Durchstromungen : 
Min. mg-Proz. mg-Proz. 
Vorversuch. 
l 20 127 25 
2 20 126 29 
3 20 128 29 
Hauptversuch nach Zusatz von 0,1 Proz. essigsauren Na. 
l 20 125 43 
2 20 121 28 
3 20 124 43 


Resultat: Die Milchsiurewerte sind um einen kleinen Wert 
(14 mg-Proz.) gegeniiber der Vorperiode angestiegen. Der Wert ist 
indessen zu gering gegeniiber dem Werte von 100 mg-Proz. essig- 
sauren Na, als daB er irgendwie als ein auBerhalb der Schwankungs- 
breite der Milchsiureabgabe der Leber geiegener Wert ins Gewicht 
fallen kénnte. 


C. Durchstrémungsversuch an einer normalen Hundeleber. 





Zahl der a + sa Glykose Milchsaure 
Durchstromungen Min mgTecs. apie 


Vorversuch. 


l 20 125 38 
2 20 121 30 
3 20 124 50 
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, Zeit de 
me te . eo Glykose Milchsaure 
: _ Min. mg:-Proz. mg-Proz 


Hauptversuch nach Zusatz 
von 1,0 proz. essigsauren Na zur Ringerlésung. 


l 20 121 36 
2 20 109 36 
3 20 109 41 


Resultat: Die Milchséiurewerte sind um ein geringes (9 mg-Proz.) 
kleiner als im Vorversuch. Danach darf der Versuch als eindeutig negativ 
anerkannt werden. 


II. Versuche mit l-Weinsiure. 





‘ ‘ A. Durchstrémungsversuch an einer normalen Hundeleber. 
Zeit der . 
Zahl der Durchstromungen Glucose Milchsaure 
Durchstrémungen : 
Min. mg-Proz. mg-Proz. 


Vorversuch. 


l 20 102 36 
2 20 97 34 
3 20 103 36 


+h Hauptversuch nach Zusatz 
: von 1,0 proz. weinsauren Na zur Ringerlésung. 








; l 20 100 36 
ty 2 20 100 54 
7 3 20 120 54 
Resultat: Es zeigt sich bereits nach der zweiten Durchstré6mmung 
4] ein Plus von 20 mg Milchsiure gegeniiber dem Hauptversuche. 
) B. Versuch an einer normalen Hundeleber. 
i Zabl der ms. 3. Glykose Milchsaure 
Durchstrémungen s 
/ Min. mg?Proz. mg-Proz. 
4 
; Vorversuch. 
; l 20 117 27 
} 2 20 119 43 
1 3 20 123 47 
1 
it Hauptversuch nach Zusatz 
. von 0,1] proz. weinsauren Na zur Ringerlésung. 
| l 20 119 41 
2 20 120 65 

3 20 135 118 


Resultat ;: Schon nach der zweiten Durchstrémung setzt im Haupt- 
versuch eine Vermehrung der Milchsiurebildung ein, die bis auf 118 mg- 
Proz., d.h. auf 71 mg-Proz. gegeniiber der letzten Periode des Vor- 
versuchs ansteigt. Wir diirfen also aus den Versuchen A und B den 
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SchluB ziehen, daB die Durchstrémung der Leber mit Weinsiure zu 
einer Vermehrung der Milchséurebildung gefiihrt hat, die dafiir spricht, 
daB Weinsaure von der Leber in Milchsiure iibergefiihrt ist. 

Die Uberfiihrung der Weinsdure in Milchséure kénnte nach folgender 
Gleichung angenommen werden, d.h. die zweibasische Weinsiure geht 
durch Abspaltung von CO, in eine dreiatomige Kette und durch Reduktion 
in Milchséure tiber. 


O 
C—OH 
| 
CH.OH -CO, CH, +H, CH, 
1 ne | 
CH.OH —H,O CO CH.OH 
| | 
C=0 C==6) C=0 
OH OH OH 
oder 
O oO 
( Cc 
OH OH 
CH.OH +H, CH, ( CO:) CH, 
| - | — | 
CH.OH CH.OH CH.OH 
| +7 | 
C—OH C—OH C—O H 
O Oo O 


Nach dieser Gleichung wiirden aus 100 mg weinsaurem Na rund 50 Proz. 
Milchsaure entstehen kénnen; dieser Wert wird im Versuch A unterschritten, 
im Versuch B iiberschritten, doch gestattet die Art der Durchfiihrung des 
Versuchs keine absolut quantitativen Ermittlungen. 


Ill. Versuche mit Malonsiure. 


A. Versuch an einer normalen Hundeleber. 





Zeit der 


Zahl der Durchstrémungen Glykose Milchsaure 
Durchstrémungen = » 
Min. mg*Proz. mg-Proz. 
Vorversuch. 
] 20 133 34 
2 20 135 32 
3 20 127 36 


Hauptversuch: Durchstrémung mit Zusatz 
von 0,1 proz. malonsauren Na zur Ringerlésung. 


1 20 111 25 
2 20 105 56 
3 20 135 56 


Resultat: Im Hauptversuch steigt unter Durchstrémung mit malon 
saurem Natron die Milchsaéure auf einen Wert von iiber 20 mg-Proz. gegen- 
iiber dem Wert des Vorversuchs an, so daB wir den SchluB auf Milchsaéure- 
bildung aus der Malonsaure ziehen miissen. 
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B. Versuch an einer normalen Hundeleber. 





Zabl der ee Glykose  Milchsiure 
Dushemtmangee | Min. mg-Proz. mg-Proz. 
Vorversuch. 
l 20 | 121 29 
2 20 | 130 30 
3 20 136 36 


| 


Hauptversuch: Durchstrémung mit Zusatz 
von | Proz. malonsauren Na zur Ringerlésung. 


20 111 34 
2 20 100 52 
3 ‘ 20 % 121 88 


Resultat: Auch hier ein zunehmendes Plus an Milchsiure von 
32 mg-Proz. gegeniiber den Milchsiurewerten der Vorperiode. 


Die Malonsaure Cty eae ist nur durch einen Reduktionsprozeb 


in Milehséure tiberfiihrbar. 
C,;H,O,—O+ H, = C,H,0O, 


Aus 100mg malonsauren Na kénnen daher bestenfalls 60mg Milch- 
siure entstehen, wahrend hier in den Versuchen A und B ein Plus von 
" 20 bis 32 mg gefunden worden ist. 


IV. Versuche an Bernsteinsiure. 








# 
i : 

; Zahl der Durchetronungen | Glykose | Milchsiure 
4 Derchotréanungen Min. mg+Proz. mgsProz. 
5 A. Versuch an einer normaien Hundeleber. 

1 Vorversuch (Ringersche Lésung). 

l 20 110 24.75 
2 20 118 29.25 
3 20 125 29,25 
Hauptversuch : 
Ringersche Lésung +. 0,1 Proz. bernsteinsaures Na. 
j l 20 117 45,00 
: 2 20 125 65,25 
: 3 20 125 74,25 
: B. Versuch an einer normalen Hundeleber. 
Vorversuch (Ringersche Lésung). 
l — 121 29,25 
2 — 124 47,25 
3 — 124 47,25 


Hauptversuch : 





4 Ringerlésung + 0,1 Proz. bernsteinsaures Na. 
| l = 112 63,00 
4 2 = 118 90,25 
/ 3 —s 110 108,00 
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Resultat: In Versuch A finden wir ein Plus von 45 mg-Proz. 
Milchsaure, in Versuch B ein Plus von rund 60 mg-Proz. Nach der 
Forme! 

CH,.COOH 
| 
CH,.COOH 


ist fir den Ubergang in Milchsiure ein Oxydationsproze8 mit Ab- 
spaltung von CO, denkbar. 


C,H,0, + O = C,H,O, + CO, 


Aus 100 mg bernsteinsaurem Natrium kénnen maximal 55 mg Milch- 
siure gebildet werden. Das in den Versuchen A und B aufgefundene 
Milchsiureplus spricht fiir die Méglichkeit eines quantitativen Uber- 
ganges der Bernsteinsiure in Milchsaure’). 

Wir haben uns nunmehr die Frage vorgelegt, ob auch die pankreas- 
diabetische Leber beim Durchspiilungsversuch sich gegeniiber der 
Milchsiurebildung aus den untersuchten Kérpern in gleicher Weise 
verhalt, wie die Leber des normalen Hundes. Die Methodik blieb sonst 
die gleiche. Die Hunde befanden sich 5 bis 7 Tage nach der Pankreas- 
exstirpation. 


Versuche an Lebern partkreasexstirpierter Hunde. 


I. Versuche mit Essigsiure. 





; Zeit 
Zahl der | Dur 7 Glykose | Milchsiure 
DuschoteEamagen Min. mg-Proz. mg-Proz. 


Versuch A (Leber einer pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringersche Lésung). 


l 20 126 38,25 
2 20 125 36,00 
3 20 118 56,25 


Hauptversuch : 
Ringersche Lésung +- 0,1 Proz. essigsaures Na. 


] 20 118 40,50 
2 20 118 40,50 
3 20 111 42.75 


Versuch B (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringersche Lésung). 


l 20 121 29,25 
2 20 118 24,75 
3 20 111 33,75 


1) Uber den Weg des Uberganges (Bernsteinsdéure-Fumarsdiure—Apfel- 
siure—Milchsaure), entsprechend den Befunden von Batelli und Stern und 
Einbeck, wird in einer spateren Mitteilung berichtet werden. 
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Zahl der =! Glykose Milchsiaure 
Duschotsdnungen Min. mg+Proz. mg-Proz. 


Hauptversuch: Ringersche Lésung + 0,1 Proz. essigsaures Na. 


l 20 118 33,75 
2 20 117 31,80 
q 20 118 31,80 


Versuch C (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringersche Lésung). 


l 20 121 | 29,25 

2 20 117 31,50 

3 20 110 =| «42,7 
Hauptversuch: Ringersche Lésung + 0,1 Proz. essigsaures Na. 

l 20 121 29,25 

2 20 117 36,00 

3 20 088 63,00 


Resultat: Im Versuche A und B ist gegeniiber dem Vorversuche 
keine Milchsiurevermehrung auf die Essigsiure hin festzustellen. Die 
Vermehrung der Milchsiiure im Versuch C, dem Hauptversuche, um 
etwa 20 mg-Proz. gegeniiber dem Vorversuche ist eine scheinbare hin- 
sichtlich etwaiger Entstehung aus Essigsiure, da diese Vermehrung 
ungezwungen durch Glykolyse sich erkliren lat (es vermindert sich 
um den gleichen Wert die Glucose). 


Il. Weinsaures Natron. 





D a on + Glykose Milchsaure 
ne Min. mg-Proz. mg+Proz. 


Versuch A (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringersche Lésung). 


1 20 126 29,25 

2 20 120 45,00 

3 20 126 40,50 
Hauptversuch: Ringersche Lésung + 0,1 Proz. weinsaures Na. 

! 20 | 126 22,50 

2 20 |} 120 49 50 

3 20 126 65,25 


Versuch B (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringersche Lésung). 


l 20 | 108 27,00 

2 20 , 100 24.75 

3 20 | 108 29,25 
Hauptversuch: Ringersche Lésung + 0,1 Proz. weinsaures Na. 

l 20 Yeas 31,50 

2 20 082 67,50 

3 20 074 85,50 
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Resultat: Sowohl im Versuch A wie B ist im Hauptversuche eine 
Milchsiurevermehrung auf die Durchstrémung mit Weinsiure hin 
festzustellen; sie betrigt im Versuch A etwa 25 mg, im Versuch B 
55 mg, doch ist von diesem Werte der Wert abzuziehen, der der Glykose 
(das sind 111 — 74 = 37 mg), abzuziehen, mithin sind also nur rund 
20 mg-Proz. auf die Weinsaiure zu beziehen. 


III. Malonsiure. 





. j j 
t 
Zahl der a. Glykose | Milchsiure 
Durchstromungen Min. mg-Proz. mg-Proz. 


Versuch A (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringerlésung). 


1 20 125 31,50 

2 20 113 29,25 

3 20 107 49,50 
Hauptversuch: Ringerlésung + 0,1 Proz. malonsaures Na. 

l 20 125 31,50 

2 20 100 51,75 

3 20 096 89,75 


Versuch B (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringerlésung). 


I 20 116 27,100 

2 20 121 29,75 

3 20 120 31,50 
Hauptversuch: Ringerlésung + 0,1 Proz. malonsaures Na. 

l 20 116 33,75 

2 20 115 63,100 

3 20 112 85,50 


Im Versuch A betragt die Steigerung der Milchsiure, die sich unter 
Beriicksichtigung der Glykolyse auf die Malonsiure beziehen laBt, 
11 mg-Proz., im Versuch B rund 50 mg-Proz. 


IV. Bernsteinsaures Natron. 





Zahl der a) ae Glykose Milchsaure 
Durchstrémungen , : 

Min. mg-Proz. mg+Proz. 

Versuch A (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringerlésung). 


1 20 120 56,25 

2 | 20 120 42,75 

3 20 108 42.75 
Hauptversuch: Ringerlésung + 0,1 Proz. bernsteinsaures Na. 

l 20 106 36,00 

2 20 060 65,25 

3 20 057 121,50 
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Zahl der os ..) a Glykose  Milchsaure 


Durchstr6émungen Min. mg fees. mg-Pros. 


Versuch B (Leber eines pankreaslosen Hundes). 


Vorversuch (Ringerlésung). 


l 20 126 33,75 
2 20 117 39.75 
3 20 119 31,50 


Hauptversuch : 
Ringerlésung + 0,1 Proz. bernsteinsaures Na. 


l 20 119 33,75 
2 20 118 33,75 
3 20 116 63,00 


Resultat: Im Versuch A betrigt unter Beriicksichtigung der Gly- 
kolyse von rund 50 mg-Proz. die Steigerung der Milchsiure gegeniiber 
dem Vorversuche rund 30 mg-Proz. Im Versuch B rund 30 mg-Proz. 


Fassen wir die Ergebnisse tabellarisch zusammen. Vermehrung 
der Milchsaure in mg-Proz. 





Versuch Normale Leber Versuch Diabetische Leber 
Nr. mg Nr. mg 
Essigsfure.... IA 0 IA 0 
- IB 14 IB 0 
= 2 1c 0 1c 0 
Weinséure... . IIA 20 ILA 25 
9 ° » IIB 71 IIB 20 
Malonséure ... IIIA 20 IITA ll 
pS K-bt IIIB 30 IIIB 50 
Bernsteinsaéure . . IVA 35 IVA 30 
IVB 60 IVB 30 


” 


Das Ergebnis dieser Versuche darf man demnach dahin zusammen- 
fassen, daB die Essigstiure in der Leber weder unter normalen V erhdlt- 
nissen noch beim Pankreasdiabetes ein Milchstiurebildner ist, daB dagegen 
die Malonsdure, l-Weinsdure und Bernsteinsdure in der Leber des normalen 
Hundes wie des pankreasdiabetischen Hundes Milchsturebildner sind. 
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Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz 
(Brugsch und Horsters). 


XIV. Mitteilung: 
Ober die Einwirkung des Insulins auf die Dehydrasen des Muskels. 


Von 
S. Narita. 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


In seiner zweiten Mitteilung iiber Zellatmung hat v. Szent-Gyérgyi}) 
nachgewiesen, daB der durch Auswaschen nicht mehr atmende Muskel 
mit der Thunbergschen Methylenblauentfirbungsmethode noch eine 
kraftige Milchsiurehydrase nachzuweisen gestattet; er vermag auch 
Bernsteinsiure und para-Phenylendiamin zu oxydieren, wodurch er- 
wiesen wird, daB auch nach dem Auswaschen noch Wasserstoff- 
aktivierung und Sauerstoffaktivierung wenigstens in gewissen Systemen 
ungestért vorhanden sein kann, ohne da8 es zu einer Oxydation des 
vorhandenen Wasserstoffs oder einer Reduktion des aktiven Sauer- 
stoffs kommt. 

Auf Grund dieser Beobachtungen haben wir uns mit der Frage 
befaBt, ob das Insulin die Dehydrasen des gewaschenen Muskels zu 
beeinflussen in der Lage ist, ob es mithin einen Aktivator der Dehydrasen 
vorstellt. 

Erwahnt muB hier werden, daB bereits Ahigren?) unter Anwendung 
der Thunbergschen Methylenblaumethode tiber eine Steigerung der 
Oxydation unter dem EinfluB des Insulins berichtet hat. Diesen Ver- 
suchen stellen sich aber die Ergebnisse von Cloedt und van Canneyt*) 
entgegen, die mit der Methode von Lipschiitz*) keine Steigerung 
der Oxydation durch Insulin nachweisen konnten. Das Ver- 
fahren von Lipschiitz besteht darin, daB unter dem EinfluB der 
Dehydrogenasen der Zelle das farblose m-Dinitrobenzol in braunes 


1) Diese Zeitschrift 157, 50, 1925. 

2) Skand. Arch. f. Physiol. 44, 167, 1923. 

3) C. r. de la soc. de Biol (Soc. belge de Biol.) 91, 92. 
*) Pfliigers Arch. 2, 2320, 1923. 
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Nitrophenylhydroxylamin verwandelt wird. Es handelt sich also sowohl 
bei der Methylenblaumethode wie bei der Dinitrobenzolmethode um 
den Nachweis einer Dehydrogenase. 

Wir wandten auf Veranlassung von Prof. Brugsch das Methylen- 
blauverfahren an, analog wie es v. Szent-Gydrgyi angewandt hatte. 


Der Muskel, nachdem er vorher gehérig zerkleinert und mit einer 
20fachen Menge Wasser gewaschen war, wird in ein Thunbergréhrchen 
eingefiihrt, mit Phosphatlésung und dann mit Methylenblaulésung und 
dem Zusatz versetzt. Alsdann wird das Réhrchen geschlossen und unter 
Manometerkontrolle evakuiert. Nunmehr wird die Muskelaufschwemmung 
in den diinnen Teil des Thunbergréhrchens versenkt (nachdem kriftig 
durchgeschiittelt worden war), das Seitenrohr mit Wasser gefiillt und das 
ganze Réhrchen ins Wasserbad versenkt. 

Im allgemeinen wurden 0,1] g bzw. 0,4 g Muskel, 0,9 cem 1 proz. Phos- 
phatlésung, py = 7 und 0,2ccm Methylenblau (purissimum — Héchst) in 
der Konzentration von 1: 5000 verwandt. 

Der erste Teil der Versuche wurde am Froschmuskel angestellt : 


Versuch 1. 


0,1 g zweimal je 15 Minuten gewaschener Froschmuskel, 0,9 ccm 1 proz. 
Phosphatlésung, pg = 7,0, 0,2 ccm Methylenblau 1 : 5000. 











Nach 30 Minuten | Nach 60 Minuten 
+ Iluglandol (1 Einheit) ...... || Keine Entfarbung | Keine Entfarbung 
Kontrolle ohne Insulin... . . “ige® ~ 
+ 0,3 ccm m/10 Bernsteinséiure . . . || Entfarbung Entfarbung 
Versuch 2. 
Gleiche Versuchsanordnung. 
+ 0,3 cem n/10 milchsaures Natron .| Beg. Entfarbung |Vollk. Entfarbung 
+ 3mgInsulin(trocken), ... ..)| Keine = Keine . 
AEA Se re a — — 
Versuch 3. 
Gleiche Versuchsanordnung. 
+0,3ccem m/10 brenztraubensaures . 

Ee 96's S +e. eee. 18 — — 

+0,3cemn/l0 Glucose ....... — — 

PN ae ee ee — — 
+ 0,3 cemn/l0 Galaktose ...... — — 
+0,3 , n/10 d-fructosediphosphor- 

CRUD SEO sus Cae 6 ww o'er | Vollk. Entfarbung Entfarbung 
+0,3cemn/l0d-Fructose ..... Geringe a Geringe Entfarb. 
+03 , nsl0 d-Fructose + 5 Ein- 

ne DO Sk Sg 0s SS — . ¥ 
+ 0,3 cem n/10 Glucose + 5 Einheiten | 

EE IRE RR He eee i — — 

+ 0,3 cem n/10 4-fructosediphosphor- | 

| ae ... + «| Deutl. Entfarbung Entfarbung 
+- 0,3 cem n/10 d-fructosediphosphor- 

saures Na + 5 EinheitenInsulin  —, " ‘< 
+ 0,3 ccm n/10 bernsteinsauresNa . . Fastvdll. _, = 
+03 , n/l0 bernsteinsaures Na 

+ 5 Einheiten Insulin .... . . ‘ és a 
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Versuch 19. 
0,4 g Froschmuskel, viermal je 15 Minuten gewaschen. 
Versuchsanordnung die gleiche wie die vorige. 





Zusatz von Nach 10 Min. Nach 60 Min. Nach 120 Min. 


16mg Insulin, trocken ..... . -- — - 


8 “ ” ” 

a- - * 

2 

1 - - ” 
Kontrolle. 


0,3 m/10 bernsteinsaures Na 


Versuch 9. 
Gleiche Versuchsanordnung. 





Nach Nach Nach Nach Nach = Nach Nach 


Zusatz 10 Min. 20Min. 30Min. 40 Min. 50 Min. 60 Min. | 120 Min 

0,3 cem m/10 bernsteins. Na ++ 4++4 

+3Einh. Insulin. . . + ++ |++- 
0,3, m/10milchsaures Na + t es 

+ 3Einh. Insulin. . . + + ft. jt 
0,3, m/10 d-fructose- 

diphosphorsaures Na _ . +.) +4 ++ 

+ 3Einh. Insulin. . . + ++ 


+ 3 Einheiten Insulin. . . — a | — _ 
Kontrolle (ohne Zusatz). . — — — — — _ 
+ schwache, ++ mittlere, +++ véllige Entfirbung. 


Uberblicken wir diese Versuche, so zeigt der ausgewaschene Frosch- 
muskel noch eine Dehydrogenase fiir Bernsteinsiure, Milchsdure, 
d-Fructosediphosphorsaéure, aber nicht fiir Glucose, d-Fructose, Galaktose. 
Insulin steigert nachweislich nicht die Wirkung der Dehydrogenasen, 
vermag aber auch nicht zu hemmen. 


Versuche an Meerschweinchen. 


Versuchsanordnung die gleiche wie am Froschmuskel: Der Muskel 
wird zweimal 15 Minuten mit der zehnfachen Menge destillierten Wassers 
gewaschen. 0,9ccm Ilproz. Phophat, p, 7. 0,1. ccm Methylenblaulésung 
1: 5000. 0,1 g Muskel. Normale Ernahrung. 





Versuch 10. 
Nach Nach Nach 
Zusatz 10 Min. 20 Min. 30 Min 
0,3 ccm m/10 bernsteinsaures Na. .... . +4 | t+ 
+ 3EinheitenInsulin. ........ +4 | +4 
0,3, m/slO milchsauresNa ....... + 
+ 3Ejinheiten Insulin. ........ : | 


Kontrolle ohne Zusatz .......... — — — 
0,3 cem n/10 d-fructosediphosphorsaures Na 
+ geringe, ++ mittlere, +++ véllige Entfarbung. 
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Versuch 11. 


0,4 g Muskel vom Meerschweinchen, sonst gleiche Versuchsanordnung. 





Nach | Nach Nach 
Zusatz | 10 Min. | 20 Min. 30 Min 
3 Einheiten festesInsulin ......... ++ ++4+4 
te ky nn ke le oe ++ +++ 

0,3, Insulin Kahibaum....... -* ++ ++ 

0,3 , Welcome-Insulin ......... ++ ahoof of. 

0,3, englisches Insulin Brand ..... - + T+ 
0,3 , Wasser (Kontrolle)........ — —_ _ 
0,3 m/10 milchsaures Na + 0,3 Iluglandol . . ++ +++ 

0,3 m/10 milchs. Na + 0,3 Insulin Welcome . ++ a 
0,3m/l0 milchsaures Na. ......... J t+ | 
0,3m/10 bernsteinsaures Na. ....... + 4 +++ | 


Versuch 13. 


Versuch wie der vorige. 0,4g gewaschener Meerschweinchenmuskel, 
dreimal je 15 Minuten ausgewaschen. 





Nach Nach Nach Nach 





Zusatz 30 Min. | 60Min. | 90Min. | 120 Min. 
3 Einheiten festes Insulin. . . . . — —_ ” 4 
0,3cem Iluglandol. ....... — — } 4 
0,3. Insulin Kahlbauwm .... — on ae aaa 
0,3, Insulin Welcome. ... . — a ae on 
0,3 Insulin Brand. ..... - —_ ni in 
Kontrolle ohne Zusatz- .... . — _ —_ ae 
0,3 m/10 bernsteinsaures Na Leodhh 
Versuch 14. 
Versuch wie der vorige. 0,4g gewaschener Muskel. 
(Dreimal 15 Minuten ausgewaschen. ) 
2 Sail «|| Nach =| Nach) =| | =Nach | Nach | Nach 
Zusatz 10 Min.  30Min. | 60Min.  90Min. | 120 Min. 
1 mg Insulin, trocken . 0 |. 4. | ods 4 
o. e “Ge ets + oe Oe ak og +: 
3 » 9 > + oe af. of op of 
4, ‘ 2 a ++ | ++ |] +4 +4 + 
5 ” oo " °° ++ ++ T+ so ae +++ 
Kontrolle ohne Zusatz .|| — — — cose ai 
1 mg Insulin, trocken . | 0 + is. nee 4 
2 ” » » as ~ | + + +. ho abe he of 
4 ” ” ” . e + | + rT? sin i +++ 
8 - . ” * a +> 1... | 
16 » | +++ 


Kontrolle ohne Zusatz . 
0,3mgm/10 bernsteins. Na I ft. re 








el, 
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Versuch 15. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, normale Ernéhrung, dreimal 15 Minuten 
gewaschen. Versuch wie der vorige. 








Nach Nach | Nach Nach 

Zusatz 10 Min. 60 Min. | 90 Min. 120 Min. 
3 mg festes Insulin. ....... — — + + 
0,3cemTIluglandol........ — — 4 4 
0,3. Insulin Kahibaum....) — = \ \ 
0,3. Insulin Welcome. .... a a jun ee 
0.3, Insulin Brand...... = = a -_ 
Kontrolle, ohne Zusatz .... . a wee aaa ae 
0,3:m/10 bernsteinsauresNa .. . ++ 

2 mg Insulin, trocken . . eee + 7 
° - . + 4 4 
8 " " = ee 6 Se a + + 
> « . - ait ak ea rae" ats La 4 
Se ee — _ ones 
0,3 m/10 bernsteinsaures Na 
+ geringe, +++ vdllige Entfarbung. 
Versuch 16. 
0,4g Meerschweinchenmuskel, normale Ernahrung, dreimal 15 Minuten 
gewaschen. 

Zusatz Nach 10 Min. | Nach 60 Min. Nach 129 Min. 
0,.leem Insulin Welcome... .. — — - 
Ol5iceem , ” b ine ae — - - 
| a = "2 = of 
0.6 ; : am - 
fs * ie ee dood . - 
Nahe ee ee — _ — 

0.3 ecm m ‘10 bersteinsaures Na . ++4 
Versuch 17. 


0,4 g¢ Meerschweinchenmuskel, dreimal je 15 Minuten gewaschen. 





|| Nach Nach Nach Nach 
Zesats | 10Min. 60 Min. | 90Min. — 120 Min. 
0,leem Insulin Welcome... . . — — — — 
2 “ ” ” ° = waa — “ote 
0,3 ” . ” et > Ge me" 
04 ” ” ” 7.2 —s and — 
05 , . ‘ om iat ae a 
a P me a ae 
Ra : in nn . 4 
Bec tthe ee = |. + 4 
Kontrolle . . . a ig — — — — 


0,3 m/10 bernsteinsaures Na . om +++ 
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Versuch 18. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, viermal gewaschen. 





Zz ; Nach Nach | Nach Nach Nach 
susatz 10 Min. 30 Min. | 60 Min. 90 Min. 120 Min 


16 meg Insulin, trocken . 


Ss 
” ” ” 
as » a 
2 
- ” 7 
Bs . @ , 
Kontrolle . .. : — én 


0.3 m/10 bernsteins. Na 


Versuch 20. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, von einem Meerschweinchen, das 24 Stunden 
gehungert hat. Muskel dreimal 15 Minuten gewaschen. Versuch wie der 
vorige. 


16 me Insulin, trocken . (+) + ++ 
- * . vis — (+) 

oe . Vp . 

Kontrolle, ohne .... ~ -- — 
0,3 m/10 bernsteins. Na . 


Versuch 21. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, normale Ernahrung, ungewaschen. 


0,8 ccm Insulin- Schering (+) 

04 , J -- 

as « . (+) t ++ t 
Ol . - ‘ ae n 1 4 4 


Kontrolle, ohne .... . _ : — -— 


Versuch 22. 


0,4 Meerschweinchenmuskel, 24 Stunden Hunger (Methylenblaumenge 
1,3 ccm). 


a) Unausgewaschen. 


8 mg Insulin, trocken. . { + + 
4 oa] os ” . . ? + + + 
2 | 
a ” ” 
Kontrolle, ohne 
” 


b) Ausgewaschen (dreimal 15 Minuten) Methylenblaumenge 0,3 ccm. 


8 mg Insulin, trocken . . } + +4 toe 

4, a ages - } ++ +++ 

3, ‘ at “oon . +++ 

Kontrolle, ohne .... - — + — — 
. ~~ = rs — 





en 
er 


e 


Intermediarer Kohlenhydratumsatz. XIV. 263 
Versuch 23. 

0,4 g Meerschweinchenmuskel, normale Ernéhrung, 7 Stunden post mortem 
entnommen. 





i Nach Nach Nach Nach 


Zusatz von 10 Min. 30 Min. 6) Min. 0 Min. 


a) Ungewaschen. 


Smg Insulin, trocken ...... } = aoe 
4 ” ” ” 
2 + + > 
- « - " b? ered “Se (eS oe 
Ohne ‘ PR te er gage a af Tae Mes 
bal ” -—- 


b) Dreimal 15 Minuten gewaschen. 


8 mg Insulin, trocken ...... + tt 
6 « 7 " - 4 
2 \ 14 
Ohne - a eee . —_ — 


Versuch 24. 
0,4 g Meerschweinchenmuskel. 48 Stunden Hunger. 8 Stunden post mortem. 
a) Ungewaschen. 
8 mg Insulin, trocken 


- « ° ” 
Bs . me ers n 4 
Ohne i i 
b) Dreimal 15 Minuten gewaschen. 
Smg Insulin, trocken ...... (+) +--+ ++ 
Ss is i a aera ee — , 
9 
& » ” ” 


2 a fe Mae ion , 
Ohne . ea ee ee - —- 
Versuch 25. 


0,4 Meerschweinchenmuskel, normale Ernaihrung (ungewaschen). 
7 Stunden post mortem. 





» | Nach Nach Nach Nach 
Zusatz von 10 Min. 30 Min. 60 Min. 120 Min. 
8 mg Insulin, trocken ...... + 
Ss . - 
Ohne a 


Versuch 26. 
0,4 Meerschweinchenmuskel, normale Ernihrung, dreimal gewaschen 
je 15 Minuten. 


0,8ccem Iluglandol........ (+) 4 14 Lo 
04 os » ere Sin & oR — -— ( 4 ) ( ) 
0,2 - a . * . ° . e . — — 
' " eng ae Ae — 


Ohne " Se ee sien 














a 
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Versuch 27. 


0,4 Meerschweinchenmuskel, normale Ernahrung, dreimal 15 Minuten 





gewaschen. 
< Nach Nach Nach Nach 
Zusatz von 10 Min. 30 Min. 60 Min. | 120 Min. 
08cemIluglandol........ — _— Sai = 
0,4 ” ” 2's. © @ @.0-% —- — om — 
> sae Pe ~_ iets im at 
ie © ine ate i 
Ohne “ Miter ethe. ie ai - _ a a 
8 mg Insulin, trocken ...... — — — -- 
4 7 - . . ee ° ° _— —_— — — 
Ohne 7 “i Rig tGisa 5 — a — = 
Versuch 28. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, 7 Stunden post mortem. 





Z r Nach Nach Nach Nach 
anus wen 10 Min. =30 Min. | 60 Min. 9% Min. 


a) Ungewaschen. 
8 mg Insulin, trocken 
Ohne ° ae. Che aly Sa aa 
b) Ausgewaschen. 
8mg Insulin, trocken ...... — — — < 


” 


4, rs cat ea Tes 
Ohne , a oe ae — —_ a _ 


Versuch 29. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, sofort nach dem Tode entnommen, dreimal 
15 Minuten ausgewaschen. 


8mg Insulin, trocken ...... — — inns — 


os 


2 
ba) 
Ohne 


” 


7s 38 
333 3 


Versuch 30. 


0,4 Meerschweinchenmuskel vom Riicken. 5 Stunden post mortem. 
Dreimal 15 Minuten gewaschen. 


16 mg Insulin, trocken ..... . + } ++ | +++ 
“ . ” . . + | ++ ++ 
4 oo ” “ -+ | +4 + ++t++4 
Ohne a - a 
“ “ 


= 
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Versuch 31. 
0,4g Meerschweinchenmuskel vom Riicken, normale Ernahrung; gleich 
nach dem Tode entnommen. Dreimal ausgewaschen. 





Nach Nach Nach Nach Nach 
Zussatz von 10 Min. 30 Min. 60 Min. 90 Min, 120 Min. 
8 mg Insulin, trocken . . — — + 1 4 ee 
* “ 2 ae dik il a td Rida 
ia re 3 —_ aa cies 4 
l ” ” 7 ee — _ — 
Ohne " 3 - —_ n 
7 ” - — —— — 


Versuch 32. 
0,4g Meerschweinchenmuskel, normale Ernaihrung, vom Bauchmuskel 
entnommen. 3 Stunden post mortem. Dreimal ausgewaschen. 


8 mg Insulin, trocken . . — 4 1 4 4 
” m - is _ 4 1 4 

oa 2 n ial 

B io ‘ a ree —_ me ms 

Ohne * a dhe a — ial a oa 


os - 


Versuch 33. 
0,4 g Schenkelmuskel vom Meerschweinchen, normale Ernaihrung. 5 Stunden 
post mortem. Dreimal 15 Minuten gewaschen. 


8 mg Insulin, trocken . . — 4 ++ 
aa ge rae a 
™ ? eS ot : - fs. 

Ohne 1 rs ~ en . ae bat 


. 


Versuch 34. 
0,4 g Meerschweinchenmuskel. 3 Stunden post mortem entnommen. Dreimal 
15 Minuten ausgewaschen. 


8 mg Insulin, trocken . . — te ++ row 
4, ® ‘ = — n +. Ld er 
2 ree _ te re + 4 
i, " a ard — — _ r 
Ohne, a i — _ — an a 


0,8 cem Iiuglandol oh — densi of 


04 , ie ate om _ pie , 14 
—. « 6 er — pate ee 4 ae 
Ohne ‘. “fh — —_ — ave ee 
a e heweba _ _ == = . 
Versuch 35. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel, sofort post mortem entnommen. Viermal 


15 Minuten ausgewaschen. 
8 mg Insulin, trocken . . — } <i 4 
é, . nt . r 
2 


n 

” - . 
” 
” 


1 bal 
Ohne 














re 











266 S. Narita: 


Es 1a8t sich aus den eben angefiihrten Versuchen folgendes ent- 
nehmen. Im gewaschenen Meerschweinchenmuskel erfolgt ohne jeden 
Zusatz keine Einwirkung auf das Methylenblau, d.h. eine Dehydrase 
wird nicht wirksam, weil entweder ein Aktivator fehlt oder aber ein 
Substrat, d.h. etwa noch vorhandene Reste von Milchsaure, auf die 
die Dehydrase wirken kénnte. Anders liegen die Verhaltnisse, sobald 
man 0,3 m/10 bernsteinsaures Na hinzufiigt: es wird eine Dehydrase- 
wirkung durch Entfarbung des Metbylenblaus zustande kommen. Das 
gleiche Phinomen tritt auch ein durch Hinzufiigen einer aquimole- 
knlaren Menge von Milchsiure oder d-Fructosediphosphorsiure (vg. 
z. B. Versuch 10). Setzt man nun zur gewaschenen Muskulatur Insulin 
hinzu, so tritt in der Mehrzahl der Versuche, und zwar ansteigend mit 
der Menge des zugesetzten Insulins, eine Dehydrasewirkung auf (siehe 
Versuche 11, 13, 14, 15, 17, 18, 20, 21, 22b, 23b, 24, 26, 30, 32, 33, 
34, 35). Die Zahl der Versuche ist derart groB, die Wirkung dabei mit 
der Konzentration so ansteigend, daB es keinem Zweifel unterliegen kann, 
da das Insulin ein Aktivator der Milchstiuredehydrase der Muskulatur 
ist. Dieser Nachweis laBt sich zweifelsfret allerdings nur an der aus- 
gewaschenen Muskulatur fiihren. 

DaB das Insulin mitunter in seiner aktivierenden Eigenschaft 
nicht nachweisbar wird, zeigen die Versuche 16, 27, 28b, 29. Diese 
Versuche fallen aber gegeniiber den positiven Versuchen nicht ins 
Gewicht. Die aktivierende Eigenschaft auf die Milchsiuredehydrase 
kommt allen von uns untersuchten Insulinen zu, und zwar den Pra- 
paraten Schering, Kahlbawm, Burrough und Welcome, Brand, Booth, 
I!uglandol. Wir diirfen damit annehmen, da das wirksame Insulin- 
prinzip auch gleichzeitig das aktivierende Prinzip fiir die Muskeldehy- 
drasen ist. 


Nicht unerwahnt soll bleiben, da8B mitunter das Insulin die Dehy- 
drase auch zu hemmen in der Lage ist; eine geringe Hemmung wurde 
zweimal im Hunger (Versuch 22 und 24), allerdings am ungewaschenen 
Muskel, einmal bei normaler Ernahrung (Versuch 33) konstatiert. Nach 
Auswaschen des Muskels trat aber stets die aktivierende Wirkung des 
Insulins auf die Dehydrasen zutage. 

Damit diirfen wir schlieBen, daB das Insulin eine die Milchsdure- 
dehydrase aktivierende Rolle am gewaschenen Muskel zeigt, wihrend am 
ungewaschenen Muskel (z. B. im Hunger) eine hemmende Wirkung 
beobachtet werden konnte. 


Es war nun von Bedeutung zu erfahren, wie sich der in vivo 
insulinisierte Muskel post mortem verhalt. 

Wir haben zur Beantwortung dieser Frage eine Reihe von Ver- 
suchen angestellt. 
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nt- Versuch 43. 
len 0,4 g Muskel eines Meerschweinchens. 
Ase . “ 

- : Nach Nach Nach Nach 

pin Zusatz von 10 Min. 30 Min. 0 Min 120 Min 
a) Unausgewaschen. 
ule 
0,3 ceom m/10 Galaktose. 
Se- 0.3. m/10 Glucose ere © 
das 0,3, +m/10 d-fructosediphosphor- 
le- saures Na . a eee 
3 0,3 cem Insulin SS ar 

gl. 0.3. m/10 d-Fructose . 
lin Kontrolle . 
nit b) Viermal 15 Minuten ausgewaschen. 
he 0,3cem m/l0 Galaktose ......, ~-- — — — 
33, 0,3, m/l0 ss rae ~ — — 
nit Cn « Geree Geen . 6 se ws — - — 

03 . m/10 m ee oe Ss - — _— _ 
in, 0.3. m/l0Od-Fructose..... ~— 


ur PR CU Ere — (+) 
ES gt ee ee ee — — 





L&- 
Versuch 40. 

aft . . . 

-_ 0,4g Muskulatur eines 48-Stunden-Hungermeerschweinchens nicht aus- 
gewaschen. 

ns 

se Nach Nach Nach Nach Nach 

‘a Zusatz von 10 Min. 30Min. | 60Min. | 9 Min. | 120 Min 

th. 0,3m/10 Galaktose .. . - - - 

n- 0,3m/10 Glucose... . — oo - — 

y- 0,3 m/10 d-Fructose. . . — — 

. 0,3 m/10 d-fructose- 

diphosphorsaures Na - ++ +++ 

y- 0,3 m/10 Benzaldehyd . . — _— 

: 0,3 m/10 brenztrauben- 

de See .. « «2.3 - — 

en we as sé ace — - — 

ch 

es Versuch 41. 

48stiindiger Hunger mit Insulin (20 Einheiten). Behandlung 2 Stunden 
e- ante exitum, 0,4 g Muskel (nicht ausgewaschen). 
m 0,3m/10 Galaktose .. . — —- 
6,3m/10 Glucose... . — ~- - 
ng 0,3m/10 8-Glucose .. . - — — 


0,3m/10 Glycerin. . . . — _- -- 
0,3m/10 Benzaldehyd. . - - _- 
vo 0,3 m/10 brenztrauben- 
EEE, 4 6 see _ 
04ccm Insulin. .... - . 
re 0,3m/10 d-Fructose. . . — -- 
ee ae — — - 














one 





Se re AES he = 


—— eS 
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Versuch 42. 
Der gleiche Versuch, indessen der Muskel dreifach 
ausgewaschen. 
Nach | Nach Nach ' Nach Nach 
Suscts ven 10Min. | 30Min. | 60Min. | 90Min. 120 Min. 
0,3 com = Galaktose . —- ao | +++ 
0,3, m/l0 bone 3 eed: Sp Rees 
a3. a Glucose. . — CH od. See 4 
03 , m/ 10 = +} aa - 
0,3” m/l10 d-Fructose + 4-4-4 
03 , m/10 : + +++ | 
03 , m/10 ,- Glucose . — re be 
0,3 m/10 “ a come 1 x 
Kontrolle ....... — — 4 
Versuch 38. 
0,4 g Meerschweinchen, normale Ernahrung. Viermal 15 Minuten aus- 
gewaschen. 
0,3 ccm n/10 Galaktose . — bat _ oa 
0,3, nj/l0 Glucose . . — ib ies Sun : 
0,3, n/l0d-Fructose . — — ans sii i. 
0,3. n/l0 Benzaldehyd ~- — _ n i 
eR: 66 ew ae — _ _ = a 
Versuch 39. 


0,4 g Meerschweinchenmuskel. 


a) Nicht ausgewaschen. 


15 Stunden Hunger. Insulininjektion (20 Einheiten) 
in vivo. 


0,3 n/10 Glucose .... — 
0,3 n/10 . et os — 
0,3cemInsulin..... — 


+++ | | 
Peer + { 
+ 4. 4. +4 


0, ” ” 
Ohne Zusatz...... +}. +44 


b) 0,4g Muskel. 


Viermal 15 Minuten ausgewaschen. 


0,3n/10 Galaktose .. . EE Eee ee 
0,3n/10 Glucose .... —_ jn pies 
: : n/l0 d-Fructose . . . —_—_ | — ion 

n/l10 Glycerin... . —_ | — _ 
0,3 n/10 Bezaldehyd. oi —_ |}; — ul 
ee —_— | — — 


lI 4 
+1711 
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Versuch 36. 





0,4 g Meerschweinchenmuskel, von einem 48-Stunden-Hungertier, das durch 
20 Einheiten Insulin hypoglykaémisch geworden ist (viermal 15 Minuten 












- gewaschen). 
» Nach Nach Nach Nach Nach 
Eusatz von 20 Min. 3 Min. 60 Min. 9 Min. 120 Min. 







— 


»8cem Wasser .... — — aes _— _ 














0 

es . 3 aii te 

0,3. m/10 Galaktose . 

0.3 . m/10a-3-Glucose — — + 

0,3 ., m/10 8-Glhucose . as — _- — 

0,3. . m/10 d-Fruktose — + ++ +--+ 

0,3. m/10 Glycerin . + + +4 ++ + et 

0,3, m/10 Brenz- 
traubensfiure ... — + 

0,3cem m/l0Benzaldehyd « — + 4. of. +--+ 4 

0.3 . m/10 d-Fruktose- : 
diphosphorséiure . . + ++ +++ 

0,4 cem Insulin. ... . + ++ be he of. : 

0, 


ine 










Versuch 37. 


a) 0,4¢ Meerschweinchenmuskel. 24 Stunden Hunger. 2 Stunden ante 
mortem. 20 Einheiten Insulin. Hypoglykamie. Muskel viermal 15 Minuten 







ausgewaschen. 
0,3 cem n/10 Galaktose . +4 Oy as ‘r ne 
0,3. njl0 Glucose . . 4 7 rs tt ++ 
0,3, n/lO0 Glycerin. ii £3. fi ‘S, Tr | 
0,3. . n/l0 Benzaldehyd = a (+) 
0,3. n/l0 d-Fructose . ae ws r 
es MS «<6 6 ui 





b) 0,4 g Meerschweinchenmuskel. 10 Stunden Hunger. Hypoglykamischer 
Komplex. Viermal ausgewaschen je 15 Minuten. 








0,3 cem n/10 Galaktose . — — — — 

0,3, n/l0 Traubenzucker ~- — —— — — 
0,3, %.n/lO Glycerin . — — — - - 
0,3, n/l0 Benzaldehyd —- —- — — 
Ea ee 

















Versuch 43 zeigt zunichst, daB ein normaler, nicht au.gewaschener ) 
Muskel unter gleichen Versuchsbedingungen ohne jeden Zusatz eine to 
Dehydrase zeigt, die durch Galaktose, Glucose, d-Fructosediphosphor- 
siure, d-Fructose und Insulin wie ohne jeden Zusatz wirkt und die 
man zugleich als Milchsiuredehydrase ansprechen darf, daB aber nach 
Auswaschen derselbe Muskel nur noch auf d-Fructose und Insulin hin ‘ 
diese Dehydrase aufzeigt. Das 48stiindige Hungertier (Versuch 40) 
zeigt nun ohne Auswaschen bereits eine fehlende Dehydrase bis auf 
den Versuch mit der d-Fructosediphosphorsiure. Vergleicht man aber 
zu diesen beiden Versuchen zunichst die Versuchsreihe 41 und 42, so 
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nimmt trotz Auswaschens die Dehydrasewirkung zu. Eine gleiche 
Erscheinung bieten Versuch 36 und 37a. Andererseits zeigen wieder 
Versuch 39a und b und 37b bei einem insulinisierten Tiere sogar Hem- 
mung bzw. ganz ahnliche Verhaltnisse wie Versuch 43a und b (normale 
Ernahrung), so daB man in dem Urteil vorsichtiger wird. Immerhin bleibt 
es aber doch eine auffillige Erscheinung, daB gerade beim insulinisierten 
Tiere in vivo der ausgewaschene Muskel eine Dehydrasewirkung gegen- 
iiber Galaktose, Glucose, d-Fructose, d-Fructosediphosphorsiure, Benz- 
aldehyd zeigt, wobei es dahingestellt bleiben muB, ob diese Kérper als 
Aktivatoren wirken oder selbst Substrat der Dehydrase sind, die durch 
das Insulin in vivo aktiviert ist, was wahrscheinlicher ist. 








Studien iiber intermediiren Kohlenhydratumsatz 
(Brugsch und Horsters). 


XV. Mitteilung: 
Cher Muskeldehydrasen. 


Von 


Yataka Harada. 
(Eingegangen am 10. August 1925.) 


Im folgenden wurde der Versuch unternommen, den Einflu8 ver- 
schiedener Konzentrationen von Milchsaéure, Bernsteinsiure und Apfel- 
siure auf die Muskeldehydrasen festzustellen. Bekanntlich ist durch 
die Untersuchungen von Batelli und Stern!) gezeigt worden, daB der 
Muskel, ja eigentlich jedes Gewebe, Bernsteinsiure in Apfelsiure um- 


wandelt ; v. Szent-Gydrgyi*) hat sich sodann eingehend mit der Frage 
des Mechanismus der Oxydation der Bernsteinsiure beschaftigt und 
— in Erweiterung der Befunde Hinbecks*) — mit dem Ergebnis, daB der 
biologische Oxydationsmechanismus gegeniiber der Bernsteinsiure ein 
doppelter ist, indem eine Dehydrase (im Sinne Wielands) den Wasserstoff 
abspaltet, wihrend durch einen ProzeB im Sinne Warburgs der 
molekulare Sauerstoff aktiviert wird. Sodann hat v. Szent-Cydrgyi*) 
weiter zeigen kénnen, daB das Oxydationssystem der Milchsiure im 
Muskelgewebe aus cinem relativ unldéslichen Teil, der hochaktiven 
Dehydrase und méglicherweise aus einem Sauerstoffaktivator besteht, 
wahrend der lésliche Teil ein koktostabiles ,,Coferment“ ist. 

DaB dieses Coferment auch durch Insulin ersetzbar ist, hat die 
vorige Mitteilung von Narita ergeben. Weiter haben Versuche von 
Narita ergeben, daB bei der Leberdurchblutung Bernsteinsiure in 
Milchsaiure iibergeht, wobei nach der Feststellung von Batelli und 
Stern als Zwischenprodukt Apfelsiure [bzw. Fumarsiure (Hinbeck)} an- 
genommen werden mu8. Und schlieBlich haben noch unveréffentlichte 


1) Diese Zeitschr. 30, 172, 1910. 
2) Ebendaselbst 150, 196, 1924. 
3) H. 8S. 90, 301, 1914. 

*) Diese Zeitschr. 157, 50, 1925. 
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Untersuchungen von Brugsch und Horsters ergeben, dab die Leber 
Apfelsiure durch CO,-Abspaltung in Milchsaure iiberzufiihren vermag. 
Ob dieser Vorgang durch die Muskulatur ebenfalls gelingt, ist eine Frage, 
die zurzeit von den Autoren untersucht wird, aber noch nicht ab- 
geschlossen ist. 

Es kann also das Problem nach dem derzeitigen Stande unserer 
Kenntnisse so dargestellt werden, daB der Muskel Bernsteinsaure iiber 
Fumarsaure in Apfelsiure oxydiert; diese Oxydation kann durch den 
Methylenblauversuch aufgezeigt werden, der die Dehydrasewirkung 
demonstriert. Durch CO,-Abspaltung miiBte sodann die entstehende 
Apfelsiure weiter in die Milchsaure iibergefiihrt werden, welche ihrer- 
seits durch eine Dehydrase oxydiert wird. 

Um nun in bezug auf das Ausma8 der Oxydation von Bernstein- 
siure, Milchsiure und eventvell einer aus Apfelsiure durch ©O,-Ab- 
spaltung entstehenden Milchsiure quantitative Vorstellungen zu ge- 
winnen, haben wir Methylenblauversuche im Thunbergschen Réhrehen 
angestellt unter Zusatz jeweils abgestufter Mengen von Milchsiure, 
Bernsteinsiure, Apfelsiure, unter Beriicksichtigung eines eventuell 
vorhandenen Coferments, das durch Waschen aus dem zerkleinerten 
Muskel entfernt werden kann. 

Die Methodik ist die gleiche, wie sie in der Arbeit von Narita zur 
Anwendung kam (siehe Mitteilung XIII, Narita, dieses Heft). 


Versuch la. 
0,4 g Meerschweinchenmuskel (nicht gewaschen) + 1,5 ccm 1 proz. Phosphat 
(Pq 7,0) + 0,2 cem Methylenblaulésung (1 : 500) + 0,3.ccm Milchséure mit 
wechselnder Konzentration. 





Zeit }? mol. Lactat 1 mol. Lactat m/2 Lactat m/5Lactat m/10 Lactat Wasser 


wi} — (+) + + + — 
30 a + ++ ++ ++ + 
45 + + +++ | +++ | ++ + 
60 ++ Entfarbung __Entfarbung +H + - 
90 a ++ Entfarbung coe 
120 ++ | ++ ++ 


+ schwache, + + mittlere, +++ stirkere Entfarbung. 


Versuch 1b. 
Gleiche Anordnung, indessen ist der Muskel viermal je 15 Minuten gewaschen, 
die Methylenblaulésung | : 5000. 


15’ ++ + (+) — =~ _— 
30 +++ ++ + — -_ _ 
45 Entfarbung | ++ che —_— — — 
60 +++ ++ | (+) -- = 
90 Entfarbung t+ | (+) eine ine 
120 +++ | (+) - _ 

Entfarbung | (+) —- — 
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Dieser Versuch | l4Bt sich so ausdeuten, daB der ungewaschene 
normale Muskel bei einer Konzentration von m/5 bis m/2 Lactatlésung 
die starkste Milchsiuredehydrase zeigt, wihrend der gewaschene 
Muskel erst auf héhere Konzentrationen (1 mol. bis 2 mol. Lactat) eine 
gleiche Dehydrasewirkung zeigt. Man hat so den Eindruck, daB das 
Auswaschen der Milchsiure beim Muskel (was durch Auswaschen des 
Muskels erfolgt, wie z. B. die Untersuchungen von Brugsch, Horsters 
und J. Vorschiitz, dieses Heft, Mitteilung XII zeigen) die Ursache sei, 
daB erst eine héhere Milchséiurekonzentration die Dehydrasewirkung 
auslést ; andererseits ist aber auch die Deutung nicht abzuweisen, daB 
das Auswaschen durch einen Verlust von Coferment die Empfind- 
lichkeit der Milchsiuredehydrase herabsetzt. Zugunsten einer solchen 
Annahme sprechen die Befunde von v. Szent-Gydrgyi tiber das 
Coferment der Milchsiurehydrase und die Ergebnisse der Arbeit von 
Narita, die zeigen, daB das Insulin die Milchsiurehydrase aktiviert. 
Man darf sodann bei dem Vergleich des Versuchs a und b nicht ver- 
gessen, daB die Methylenblauverdiinnung in b zehnfach so groB ist, 
so daB das effektive AusmaB der Milchsiureoxydation in Versuch b 
ein zehnfach kleineres ist. Auch das spricht zugunsten der Annahme, 
daB wir die Verschiebung von b gegen a hinsichtlich der Milchsiure- 
dehydrase nur einem Cofermentmangel und nicht eigentlichen Milch- 
siuredifferenzen im Muskel zuschreiben diirfen. 


Versuch 2. 


0.4 ¢ Meerschweinchenmuskel. 1,5 ccm | proz. Phosphatlésung (py = 7). 
0,3 cem Milchséiure von wechselnder Konzentration. Methylenblau 1 : 500. 


a) Ungewaschen. 





Zeit 2 mol. Lactat 1 mol. Lactat m/2 Lactat m 10 Lactat 


15’ + ++ +E + — 


30 ~ ot + at : 

45 + +++ TTT +++ ++ 

60 +--+ + $+ Entfarbung Entfarbung +-+ 

75 ++ ++4 cas 

105 oa oo os 

145 ++ wt +++ 
+ schwache, ++ miafige, +++ stirkere Enttarbung. 


b) Gleicher Versuch. Muskulatur viermal 15 Minuten gewaschen. 


Methylenblauverdiinnung 1 : 5000. 

+ (+) (+) —_ 

+++ ae + (+ 

Entfarbung +++ ++ a 

Enttarbung +++ aaa 

+++ t 

Entfarbung + 
ofp of 
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Das Resultat im Versuch 2 ist das gleiche wie im Versuch 1. Ver- 
schiebung des Optimums der Milchséuredehydrasewirkung von m/2 bis 
m/10 Lactat auf | bis 2 mol. Lactat durch Auswaschung bei quantitatiy 
zehnfach herabgesetzter Wirkung. Man darf die Erfahrung aus den 
Versuchen 1 und 2 etwa dahin zusammenfassen : 

Durch Mangel an Coferment wird die Empfindlichkeit der Milch- 
situredehydrase stark herabgesetzt; héhere Lactatkonzentrationen wirken 
aktivierend. 

DaB dieser Vorgang ein gesetzmaBiger ist, bestatigt ein dritter 
Versuch, in dem wiederum das Maximum der Milchsiuredehydrase 
am ungewaschenen Muskel bei m/2 bis m/10 Lactat liegt, beim ge- 
waschenen Muskel »ei 1 bis 2 mol. Lactat. 


Versuch 3. 
0,4 ¢ Meerschweinchenmuskel. 1,5 ccm Ilproz. Phosphat (py, 7,0). 0,3 cem 
Milchséure (Konzentration wechselnd). 0,2cem Methylenblau (Kon- 
zentration 1: 500). 


a) Ungewaschen. 





Zeit 2 mol. Lactat 1 mol. Lactat m/2 Lactat m/SLactat ml0Lactat Kontrolle 
15’ + + t (+) 

30 i “f. 1. 4. 

45 = J. 4 4-4. 4 +--+ + ++ $ 

oo LJ ws + 1- +. 4 +++ +4 
75 + + +4 Enttirbung  Entfarbung Entfarbung + -+ 
105 +++ | +44 ++ 
145 §- fonts feat 

+ schwache, ++ maBige, +++ mittlere Entfirbung 


hb) Gewaschen (viermal 15 Minuten). Methylenblau (Konzentration 1 : 5000). 


15’ e 14 4 + : : 

30 +++ TT i I 7 C — 

45 Entfarbung —_Entfarbung ofa ofp af. i t 

io 1 tof +--+ ! is 

75 Enttarbung +4 4+ t.- {- 
105 +++ 4 he 4 
145 Entfarbung ++ + 


Wir haben nun in gleicher Weise Versuche mit der Bernstein. 
siure durchgefiihrt und fiihren als Belag einen Versuch (Versuch 4) 
hier an. 
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Versuche mit Bernsteinsiure. 
Versuch 4. 
0.4¢@ Meerschweinchenmuskel. 15ecem Iproz. Phosphat (py, 7,0). 
0,3 cem bernsteinsaures Na von wechselnder Konzentration. Methylenblau 
0,2 cem (1: 500). 


a) Ungewaschen. 





Zeit 2 mol. Succ. 1 mol. Succ. m 2 Succ. m/5 Suce. m 10 Suce Wasser 


15’ mm 4 
30 “ : ae alka ol oe 
45 + + L +--+ Entfirbung Entfarbung 
60 + + + - ae <fe af 4 
+ ie aie Entfarbung + + 
+ 4 Entfarbung Enttarbung 
Enttarbung ‘' 
+ schwache, ++ maBige, +++ mittlere Entfarbung. 
b) Muskel gewaschen, viermal 15 Minuten lang. Methylenblau in gleicher 
Konzentration. 
15" + 
30 ee ee hind }. n 
45 Lode 4 44 44 i 
60 Entfarbung t+ +++ +4 4 
75 Entfarbung Entfirbung Entfarbung $+ -4 -- 
105 Entfarbung t 
145 , - 
Hier ist eine Verschiebung im Versuch b zwar auch gegeniiber a 
vorhanden, indessen durchaus nicht so charakteristisch wie bei der 
Milchsaure ; ja man kann sagen, da in a und b die Methylenblaumengen 
die gleichen sind, da trotz Auswaschens und damit bedingten Co- 
fermentmangels die Bernsteinsiure fast die gleiche intensive Dehydrase- 
wirkung auslést wie im nicht ausgewaschenen Muskel. Das gleiche 
Ergebnis hatten drei weitere Versuchsreihen, von deren Ausfiihrung 


wir hier absehen wollen. 
Wir fiihrten nunmehr die gleichen Versuche mit der Apfelsiure 
durch. 
Versuche mit Apfelsiure. 
Versuch 5. 

0,4 g Meerschweinchenmuskel. 1,5 cem I proz. Phosphat (py, 7,0). 0,3 cem 
aipfelsaures Na in verschiedener Konzentration. 0,2ccm Methylenblau 
(1: 500). 

a) Nicht gewaschen. 





1 mol. m/2 m/5 m/10 Wasser 


+-+4- 


pot 


aioe 


Ladle of ee 
Entfirbung Entfarbung 


ad 














were 


— 
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b) Gewaschen (1 Stunde lang). 0,2 cem Methylenblau (1 : 5000). 





Zeit 1 mol. m/2 m/5 m/10 Wasser 
15’ _ » + + — 
30 aaa + + t t 
45 o~ + + + 4 
o }/—-/+j| ¢£ £ 
75 om + t t + 

105 _  % ~ = + 

145 —- + + + + 


Das Resultat ist, daB die Apfelsiure beim ungewaschenen wie 
beim gewaschenen Muskel schon von m/5 Konzentration ab nach auf- 
warts zunehmend eine Hemmung entfalfet. Sie aktiviert also nicht 
nur nicht die Dehydrase, sondern sie hemmt sie. Wiirde der Muskel 
die Fahigkeit besitzen, durch C O,-Abspaltung die Apfelsiiure zu Milch- 
saure zu verwandeln, so wiirde unzweifelhaft die entstehende Milchsaure 
in den héheren Konzentrationen die Dehydrasewirkung steigern und 
nicht hemmen. 

Wir fiihren hier noch einige Versuche an, die ganz gleichsinnig 
verlaufen. 

Versuch 6a und 6b, 7a und 7b. 
0,4 g Meerschweinchenmuskel. 0,3ccm apfelsaures Na von wechselnder 

Konzentration. 1,5 ccm Phosphat. 0,2 cem Methylenblau | : 500. 

a) Ungewaschen. 





Zeit 1 mol. m/2 m/5 m/10 Wasser 
15’ i se + Po +4 + 

30 —_ + +. + +4 ++ 
45 —_ + TT ++ 

60 ate + +:+ TT ++ 

75 + + +4 ++. Entfarbung 
105 = + ++ T+ + 

145 + | ++ +44 | Entfarbung 

b) Gewaschen (1 Stunde lang). 0,2 ccm Methylenblau 1 : 5000. 

15’ — — — — — 

o }-—|/+] + + + 

45 — t x t t 

A Ten > t + t 

75 - & t t t 
105 _ + - t = 
145 — t t r t 
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a) Ungewaschen. 





2 mol. 1 mol. m2 m/5 Kontrolle 
tT ++ ++ ++ ++ + 
ttt +++ +++ +++ ++ t+ 

Entfirbung [Entfirbung [Entfirbung Entfirbung  Entfirbung +4 + 

Entfarbung 


75 
105 
145 


b) Gewaschen (1 Stunde lang). 0,2 ccm Methylenblau 1: 
15’ 4. + oh 

30 oe ++ +TT * 
45 t+ TTF +++ 
60 +--+ + -$ -+ Entfarbung 
75 , + + +- Entfarbung 


4 


> 
105 Entfarbung 


145 


Hier zeigt sich in den Versuchen 6a, 6b, 7b sehr deutlich die die 
Dehydrsse hemmende Wirkung der Apfelséure, die besonders in den 
Konzentrationen 1 bis 2 mol. hervortritt. 

SchlieBlich haben wir die Frage zu beantworten versucht, ob 
auch der Trockenmuskel noch gine Dehydrase besitzt; als Trocken- 
muskelpriparat wurde das Praparat benutzt, was Brugsch, Cahen und 
Horsters zu ihren Studien iiber Phosphatasen (siehe Mitteilung XI, 


dieses Heft) verwandt hatten. 


Versuch A. 
0,1 g Trockenmuskel. 1,5 ccm Phosphat (py = 7). 0,2 cem Methylenblau 
(konz. 1: 5000) 0,3 ccm. Lactat (m/5 und m/10), oder 0,3 cem bernstein 


saures Na (m/5 und m/10), oder 0,3. ccm apfelsaures Na (m/5 und m/10). 





Milchseures Ne Kontrolle : Bernsteinséure _ Kontrolle: Aptelsaure Kontrolle: 


Zit ——_—_—— — 
m/5 Wasser m/5 m/10 Wasser m/5 m/l0 Wasser 





15’ 

30 

45 ne? 

60 - $4 

75 1. sf 4+ 1. 4 + + 4 
105 ++- of Entfarbung Entfirbung 


145 || +- poe 


Dieser Versuch, dessen Konstanz sich in den drei zeitlich un- 
abhingig voneinander gemachten Kontrollversuchen kennzeichnet, 
gestattet einen Vergleich der Milchséuredehydrase und Bernsteinsaure- 
dehydrase einerseits, andererseits ein Urteil tuber die Wirkung der 
Apfelsiiure auf die Dehydrase. 














a 
wi 
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Danach wird die Dehydrase gegeniiber der Milchsiure oder der 
Bernsteinsiure durch die Trocknung des Muskels nicht vernichtet. Ja 
es zeigt sich wie beim ungewaschenen Muskel die starkste Wirkung der 
Milchsiuredehydrase bei einer Konzentration von m/10, die starkste 
Wirkung der Bernsteinsiuredehydrase auch bei einer Wirkung von 
m/5 Bernsteinsaure. Danach scheinen Milchsiure- und Bernsteinsiure- 
dehydrase nicht identisch zu sein. Eine hemmende Wirkung auf die 
Milchsiuredehydrase besitzt auch am Trockenmuskel die Apfelsiaure, 
und zwar schon von der Konzentration m/10 ab. 


Zusammenfassend kann man sagen: Am frischen Muskel besitzt 
die Milchsauredehydrase ihr Optimum bei einer Mi!chsiurekonzentration 
von m/10 bis m/2 Lactat. Die (durch Auswaschen) cofermentarme 
Muskulatur wird durch héhere Konzentrationen der Milchsiure von 
1 bis 2 mol. aktiviert. Die Bernsteinsiuredehydrase zeigt zwar auch 
in niederen Konzentrationen ihr Optimum (zwischen | mol. bis m/10), 
wird aber durch Auswaschen wenig alteriert und durch héhere Bernstein- 
siurekonzentrationen nicht beeinfluBt. Die Apfelsiure hemmt die 
Milchsiuredehydrase. Der Trockenmuskel (der nicht mehr atmet!) 
besitzt noch eine Bernsteinséuredehydrase und Milchsauredehydrase, 
die aber beide nicht identisch zu sein scheinen, da die Bernsteinsaure - 
dehydrase aktiver ist. Die Apfelsiure hemmt auch im Trockenmuskel 
die Milchsiuredehydrase. Aus der hemmenden Wirkung der Apfel- 
siure auf die Milchsiuredehydrase ist der SchluB naheliegend, dab der 
Muskel die Apfelsiure nicht zu Milchsiure decarboxyliert. 





